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Ischämien verschiedener Organsysteme verursachen heute einige der 
häufigsten und wichtigsten Erkrankungen der täglichen Praxis. Dazu zählen 
zum Beispiel Angina pectoris und Myokardinfarkt, zerebrovaskuläre Infarkte, 
embolische Gefässverschlüsse, arterielle Verschlusskrankheit und Organ-
ischämien im Rahmen  der  Transplantationsmedizin. Fortschritte  der  
modernen  Medizin  machen es möglich, viele dieser Erkrankungen im 
Frühstadium durch chirurgische und pharmakologische Massnahmen zu 
verhindern. Ziel ist es dabei, durch diese präventiven Massnahmen Infarzierung 
bzw. Zellnekrose im ischämischen Gewebe abzumildern oder vollständig 
rückgängig zu machen. Die Ischämie definiert sich im Gegensatz zur Hypoxie 
als Sauerstoffmangel mit Perfusionsstörung, während bei der Hypoxie lediglich 
ein Sauerstoffmangel vorliegt. Durch die Perfusionsstörung kommt es bei der 
Ischämie zur Kumulation saurer Stoffwechselmetabolite mit konsekutiver 
Gewebsazidose, sowie  zu  verminderter  Substratzufuhr.  Das   verminderte 
O2-Angebot führt ausserdem zur Ausschöpfung der hämoglobin- und 
myoglobingebundenen Sauerstoffreserven. Mit dem Ausfall der aeroben ATP-
Synthese erfolgt der Verbrauch der Kreatininphosphatspeicher, sowie die 
Umstellung auf die anaerobe Energiegewinnung. Dadurch  kann  der  Bedarf  
an  energiereichem ATP jedoch nur kurzfristig aufrechterhalten werden, was 
schliesslich zur irreversiblen Zellschädigung führt. 
Am Herzen führen solche längerdauernden Ischämien zum Infarkt des 
ischämischen Gewebes, der je nach Lokalisation und Ausmass zu akuten 
Komplikationen wie Herzrhythmus- bzw. Reizleitungsstörungen, akuter 
Herzinsuffizienz, bis hin zum kardiogenen Schock führen kann. Desweiteren 
kommen im Verlauf eines Myokardinfarktes Thromboembolien, Herzwand- und 
Ventrikelseptumrupturen, Mitralinsuffizienzen infolge einer Papillarmuskelbetei-
ligung, sowie Perikarditiden und das Dressler-Syndrom (Postmyokardinfarkt-
Syndrom) vor. 
Pathogenetisch zählt die Ruptur eines intrakoronaren Plaque mit nach-
folgendem Verschluss  des  betroffenen  Herzkranzgefässes  zu  den  
häufigsten  Ursachen von Ischämien beim Menschen. 
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In der klinischen Therapie des akuten Myokardinfarktes hat sich die frühzeitige 
koronare Revaskularisierung und Reperfusion zur Limitierung der Infarktgrösse 
als Mittel der Wahl erwiesen. Zu diesem Zweck stehen moderne Therapiever-
fahren,  wie    Thrombolyse,   Laserangioplastie,   intrakoronare  Aspirations-
thrombektomie sowie Ballondilatation durch PTCA (perkutane transluminale 
koronare Angioplastie) und Stentimplantation, zur Verfügung. Da die Ischämie-
toleranzzeit des Herzmuskelgewebes etwa 2 bis 4 Stunden beträgt, kann eine 
solche Wiederherstellung des Blutflusses in dieser Zeit einen Infarkt häufig 
vollständig verhindern. Nach dieser Zeitspanne kommt es zum sukzessiven und 
irreversiblen Untergang von Herzmuskelzellen. Dennoch belegen grosse 
klinische Studien, dass eine myokardiale Reperfusion noch nach dem Ablauf 
dieser Zeitspanne günstige Auswirkungen auf die Stabilität des Herzrhythmus 
und die geometrischen Umbauvorgänge des Herzmuskels („Remodeling“) hat.  
Jedoch hat sich in verschiedenen Studien an Tiermodellen gezeigt, dass die 
Reperfusion ischämischen Gewebes zu weiterer Zellschädigung beitragen 
kann. Dieser Reperfusionsschaden wird unter dem Oberbegriff Reperfusions-
syndrom zusammengefasst und bezieht sich kausal auf eine Schädigung in der 
Reperfusionsphase, die nicht in der vorausgehenden Ischämiephase 
aufgetreten ist. Die Unterscheidung zwischen den in der Ischämiephase 
entstandenen Schäden und denjenigen Schäden, die der Reperfusionsphase 
zuschreibbar sind, ist schwierig. Es stellt sich die Frage, ob durch Ischämie 
geschädigtes, jedoch potentiell überlebensfähiges Gewebe, durch Reperfusion 
direkt zerstört wird, oder ob die Reperfusion die durch Ischämie in Gang 
gesetzten biochemischen Prozesse, die letztenendes zum Zelluntergang 
führen, lediglich beschleunigt.  
Das Schaubild in Abbildung 1-1 soll den Zusammenhang zwischen Ischämie-
schaden und Zellschädigung in der Reperfusionsphase verdeutlichen. Während 
der Ischämiephase ist ein grosser Teil des Gewebes biochemischen und 
pathologischen Prozessen unterworfen, die jedoch reversibel sind. Diese Zellen 
bleiben potentiell überlebensfähig. Ein kleinerer Teil wird jedoch vor Einsetzen 
der Reperfusion irreversibel geschädigt und wird nekrotisch. Zum Beginn der 
Reperfusion und der damit verbundenen Reoxygenierung können sich die 
potentiell lebensfähigen Zellen entweder vollständig erholen, oder sie werden 
ebenfalls nekrotisch. Diese potentiell lebensfähigen Zellen bilden zum Zeitpunkt 
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der einsetzenden Reperfusionphase das von S.R.J. Maxwell beschriebene 
„Schlachtfeld“ der Reperfusion. Nach der Reperfusion lassen sich nekrotische 
Zellen jedoch nicht mehr danach unterscheiden, ob sie schon in der Ischämie-
phase irreversibel geschädigt wurden, oder ob sie erst in der Reperfusions-
phase abgestorben sind.  
Abb. 1-1 Reperfusionsschaden nach S.R.J. Maxwell  
 
Die Relevanz eines Reperfusionsschadens könnte man am besten durch die 
Gabe von Pharmaka während einer Ischämie-/Reperfusionsphase 
demonstrieren, die potentiell lebensfähige Zellen rettet und damit sowohl die 
Gewebsnekrose als auch eine Funktioneinschränkung des betroffenen Organs 
vermindert. Klinische Komplikationen, insbesondere  Reperfusionsarrhythmien 
oder ausgedehnte Hypokinesien im Infarktareal im Sinne eines „myocardial 
stunning“, infolge Revaskularisierungsmassnahmen, wie der Ballondilatation 
oder der Lysetherapie, könnten so in ihrer Inzidenz signifikant vermindert  
werden. 
Das Reperfusionssyndrom wird nach heutiger Meinung durch eine Vielzahl 
pathophysiologischer  und biochemischer Faktoren verursacht oder zumindest 
begünstigt. Reperfusion führt zu vaskulären und mikrovaskulären Schäden, die 
eine Wiederherstellung normaler koronarer Perfusionsverhältnisse behindern. 
Dies  kann  sich durch   Steigerung des  koronaren  Gefässwiderstandes  bis 
hin zum  totalen  Sistieren  der    koronaren  Reperfusion,  dem   sogenannten   
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„no-reflow“-Phänomen, bemerkbar machen. Dieses „no-reflow“-Phänomen 
wurde in einer Vielzahl tierexperimenteller Studien beobachtet. Demnach 
kommt es in der Initialphase der Reperfusion zu einer überschiessenden 
reaktiven Hyperämie. Im Anschluss daran sistiert der koronare Fluss oder fällt 
auf Werte weit unterhalb des ursprünglichen, präischämischen Flusses ab. Als 
Ursachen des „no-reflow“-Phänomens werden in Verbindung mit den 
vaskülaren  Schäden, eine endotheliale Zellanschwellung, eine verminderte 
NO-Freisetzung  und Kapillarverschlüsse durch Thrombzyten, neutrophile 
Granulozyten und Zelldetritus diskutiert. Dieser pathophysiologische 
Mechanismus wirkt sich  im Verlauf einer Reperfusion schädlich auf die 
potentiell überlebensfähigen Zellen im ischämischen Gewebe aus, was zu einer 
beschleunigten Zellnekrose führt. Desweiteren spielt eine Gewebeschädigung 
durch Granulozytenaktivierung und vermehrte Zytokinausschüttung eine 
wichtige Rolle1. 
Diese Einflüsse erlauben zusammengenommen einen Rückschluss auf zwei 
wesentliche, histopathologische und sich gegenseitig verstärkende 
Schädigungsmechanismen: 
Einerseits wird die, in verschiedenen Studien nachgewiesene, Entstehung freier 
Radikale, die zwar auch in der Ischämie- aber auch wesentlich in der 
Reperfusionsphase über verschiedenste Mechanismen stattfindet, für die 
direkte Schädigung von Kardiomyozyten verantwortlich gemacht. Die 
Entstehung solcher freier Radikale korreliert nachweislich umgekehrt 
proportional mit der funktionellen Erholung von geschädigtem Myokard und 
spielt daher eine wichtige Rolle bei der Entstehung der kontraktilen Dysfunktion 
im Rahmen des „myocardial stunning“. 
Ein weiterer Schädigungsmechanismus wird  der Überladung des Zytosols der 
Kardiomyozyten mit Calcium während der Ischämie- und Reperfusionsphase 
zugeschrieben. Eine daraus resultierende Aktivierung energieverbrauchender, 
transmembranöser Calciumionentransporter führt zu einem erhöhten intra-
zellulären ATP-Verbrauch, der ebenfalls zu einer kontraktilen Dysfunktion mit 
regionalen Myokardhypokinesien und damit verbundener verminderter 
Pumpleistung beitragen könnte. 
Diesen beiden Mechanismen wird ausserdem eine sich gegenseitig verstär-
kende Rolle zugeschrieben: Freie Radikale können beispielsweise die 
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Calciumüberladung durch Interaktion mit dem sarkoplasmatischem Retikulum 
beziehungsweise der Zellmembran, Hemmung der mitochondrialen oxidativen 
Phosphorilierung oder der irreversiblen Hemmung der anaeroben Glykolyse, 
fördern2.  
Die Calciumüberladung kann neben diesen, in der Literatur häufig diskutierten, 
Ursachen des Reperfusionssyndromes ausserdem zur übermässigen 
Aktivitätssteigerung calciumabhängiger Proteasen, wie zum Beispiel dem 
Calpain, beitragen3. 
(Quellen: H.M. Piper et al. (Review), S.R.J. Maxwell et al. (Review), bzw. 4; 5) 
 
1.2 Calpain-Calpastatin-System 
Calpaine und deren spezifischer endogener Inhibitor Calpastatin bilden ein 
Ca2+-abhängiges proteolytisches System, dass bei Tier und Mensch weit 
verbreitet ist und offensichtlich in einer Vielzahl Ca2+-vermittelter zellulärer 
Vorgänge eine Rolle spielt. 
1964 wurde erstmals von Guroff et al. von der Existenz einer Ca2+-abhängigen 
Protease im Rattenhirn berichtet. Diese von Guroff et al. beschriebene 
Proteinase wurden 1968 als Calpain bezeichnet6. Daraufhin folgte die 
Entdeckung verschiedener Calpaine und deren Untereinheiten sowie die 
Bestimmung der primären Struktur durch cDNA Klonierung. 1991 wurde dieser 
Enzymgruppe  durch die „International Conference on Intracellular Protein 
Catabolism“ der Name Calpaine gegeben. 
Das Interesse an diesen neutralen, heterodimeren, rasch-autolysierenden 
Enzymen hat in den letzten Jahren stark zugenommen, da sie offensichtlich an 
diversen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteiligt sind. 
 
1.2.1 Struktureller Aufbau von Calpainen 
Calpaine sind intrazelluläre, nicht lysosomale, Ca2+-abhängige Cystein-
proteinasen, die aufgrund ihres Vorkommens in zwei Gruppen unterteilet 
werden: die ubiquitären (konventionellen) und gewebespezifischen Calpaine. 
Die relativ gut beschriebenen ubiquitären Calpaine m- und m-Calpain (bzw. 
Calpain I und II) sind nach der für ihre Aktivierung  notwendigen Ca2+-
Konzentration benannt: Sie benötigen mM- bzw. mM- Ca2+-Konzentrationen. 
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Beide Isozyme ähneln sich in vielen Eigenschaften. Sie sind Heterodimere und 
bestehen aus einer grossen katalytischen 80 kDa (80k) und einer kleinen  
regulatorischen 30kDa (30k) Untereinheit, wobei die 30k-Untereinheiten (268 
Aminosäurereste) der beiden ubiquitären Calpaine  identisch sind und die 80k-
Untereinheiten (ca. 720 Aminosäuren), trotz hoher Ähnlichkeit geringfügige 
Unterschiede aufweisen. Diese in allen Calpainen ähnlichen 80k-Untereinheiten 
bestehen aus 4 Domänen (nachfolgend als I-IV benannt), deren Struktur den 
Calpainen ihren Namen gegeben haben, da IV dem Ca2+-bindenden Calmo-
dulin und II  der Protease  Papain  entspricht. Der Domäne I wird eine Funktion 
als Propeptid zugesprochen, die die proteatische Aktivität von Domäne II 
hemmen soll und während autokatalytischer Aktivierung N-terminal abgespalten 
wird. Domäne III kommt als calmodulinbindendes Protein zusammen mit 
Domäne VI ebenfalls eine inhibitorische Funktion zu. Nach der Bindung der 
beiden Domänen III und IV an Ca2+ wird Domäne II durch eine Konformations-
änderung der gesamten Untereinheit aktiviert. 
Die bei m- und m-Calpain identische 30k-Untereinheit besteht aus 2 Domänen 
(IV´und V), einer Calmodulin-ähnlichen Domäne IV´, die sehr homolog zur 
Domäne IV der 80k-Untereinheiten ist, und einer hydrophoben, Glyzin-reichen 
Domäne V, die eine wichtige Rolle in der Interaktion mit Phospholipiden oder 
Zellmembranen spielt. Der genaue Interaktionsmechanismus der beiden 
Untereinheiten, speziell zwischen den Ca2+-bindenden Domänen,  ist noch nicht 
geklärt. Der kleinen 30k-Untereinheit wird jedoch eine Beteiligung an der 
Regulierung der Calciumsensitivität und Calpainaktivierung zugesprochen7. 
 
Abb. 1-2 Schematische Struktur von Calpain 8 
Ein drittes ubiquitär vorkommendes Calpain ist auf cDNA Ebene im Huhn 1995 
von Sorimachi et al. identifiziert worden und wird aufgrund seiner Calcium-
sensitivität, die zwischen dem m- und dem m-Calpain liegt, m/m-Calpain 
genannt. Die 80k-Untereinheit dieses neuen Typs zeigt die grösste Sequenz-
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übereinstimmung mit der des m-Calpains und konnte in allen untersuchten 
Geweben nachgewiesen werden9. 
 
Die Bedeutung der erst seit Beginn der 90´er Jahre in einigen Säugetieren 
entdeckten gewebespezifischen Calpaine ist noch unklar.  Diese Calpaine 
(auch: n-Calpaine) sind im Gegensatz zu den „konventionellen“ ubiquitären 
Calpainen nur in speziellen Geweben vorhanden. Das erste auf cDNA Basis 
sequenzierte n-Calpain ist das von Sorimachi et al. 1993 entdeckte Calpain 3 
oder nCL-1 (für: novel calpain large subunit) oder p94 (nach seinem Molekular-
gewicht), das ausschliesslich in quergestreifter Skelettmuskulatur vorkommt10. 
In der molekularen Struktur der grossen Untereinheit des nCL-1 Calpains finden 
sich im Unterschied zu den m- und m-Calpainen drei zusätzliche Segmente: NS, 
IS1 und IS2 (s.Abb. 1.2). nCL-1 steht im Verdacht nach Genmutation zur 
seltenen, autosomal rezessiven Beckengürtel-Muskeldystrophie des Typs 2A zu 
führen11. Ausserdem wird vermutet, dass nCL-1 eine wichtige Rolle in der 
Muskelzelldifferenzierung spielt12. 
Desweiteren wurden gewebespezifische Calpaine, wie nCL-2 und nCL-2´ im 
glatten Muskel des Magens10, nCL-4 im Gastrointestinaltrakt13; 14, sowie andere 
Calpain-ähnliche Proteine aus Drosophila melanogaster, Schistosoma mansonii 
und Aspergillus nidulans15 entdeckt. Die Funktion dieser Proteine ist jedoch 
noch weitgehend ungeklärt.  
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Abb. 1.2.1-1 Schematische Struktur von ubiquitären und gewebespezifischen Calpainen12 
 
1.2.2 Aktivierung von Calpain und dessen Nachweis 
Durch Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration soll es zu einer 
autokatalytischen Konformationsänderung des Calpainmoleküls kommen, die 
das zunächst inaktive Proenzym durch Abspaltung der Propeptid-Domäne I der 
80k-Untereinheit aktiviert. Gleichzeitig soll Autokatalyse der „regulatorischen“ 
30k-Untereinheit zu Interaktionen mit Phospholipiden an der Zellmembran 
führen, die einerseits die proteolytische Aktivität des aktiven Calpains 
beschleunigen, andererseits die zur Aktivierung benötigte Calciummenge 
reduzieren soll. Die Anwesenheit beider Untereinheiten ist für den Aktivierungs-
mechanismus essentiell. Suzuki et al. wiesen nach, dass nach Stimulation der 
80k-Untereinheit in Abwesenheit der 30-k Untereinheit mit einer halbmaximalen 
Aktivierungsdosis Calcium eine Enzymaktivität der 80-k Untereinheit von nur 
5%, an Stelle der 50% Aktivität beider Untereinheiten, erzielt werden konnte16. 
Die halbmaximale Aktivierungsdosis in in vitro Tests liegt für m-Calpain bei 10-
100 mM und für m-Calpain bei 150-800 mM Calcium17. Diese Konzentrationen 
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sind unter physiologischen Bedingungen wesentlich niedriger, was zeigt, dass 
noch andere Faktoren an der Aktivierung beiteiligt sein müssen16. Die 
Calpainaktivierung führt zur Spaltung von Cytosklett- und Membranproteinen, 
was letztlich zum Zelltod führen soll18. Welche Zellbestandteile den Calpainen 
als Substrat dienen, bzw welches Erkennungs- und Spaltungsmotiv zu Grunde 
liegt, ist im wesentlichen noch nicht geklärt. Bislang wies man Spaltung 
folgender Proteingruppen nach (Reviews: Saido et al. 1994, Kawasaki et al. 
1996)12; 19: 
· Zytoskelettale Proteine: Actin-bindende Proteine (Fodrin/Spectrin, Talin, 
Filamin, a-Actinin) und Microtubuli assoziierte Proteine 
· Membranproteine: Rezeptoren, Adhäsionsmoleküle (Integrin, Cadherin, N-
Cam), Ionen-Transporter (Calcium-ATPase) 
· Enzyme: Kinasen (Protein Kinase C, Calcium/Calmodulin abhängige Protein 
Kinase IV), Phosphatasen (Protein Tyrosin Phosphatase 1B, Phosphorylase 
Phosphatase), Phospholipase (Phospholipase C) 
· Andere Proteine: Cytokine (Interleukin 1a), Crystallin, Transkriptions-
faktoren (Fos, Jun), Tumorsuppressoren (p53) 
· Synthetische Substrate: 4-Methylcoumaryl-7-amid (AMC) Derivate mit 
Aminosäurerest (Suc-Leu-Tyr, Suc-Leu-Leu-Val-Tyr, etc) 
Dabei scheint es keine Unterschiede bezüglich der Substratspezifität zwischen 
den m- und m-Calpainen zu geben. Allerdings finden sich auf Aminosäure-
sequenzebene bevorzugte Angriffsorte zwischen Arg, Tyr oder Met Amino-
säuren in Position P1 und den Aminosäuren Leu oder Val in der Position P2, 
wobei es zahlreiche Ausnahmen gibt20. 
Zum Nachweis der Calpainaktivität werden seit Jahren synthetische Substrate 
verwendet. Von besonderem Interesse sind hier solche Substrate deren 
Spaltprodukte nach Spaltung durch Calpain mittels Fluoreszenzspektrometrie 
nachgewiesen werden können, während das eigentlich Substrat nicht oder nur 
kaum fluoresziert. Diese Aktivitätsnachweismethodik wurde schon in einigen in 
vitro-Tests angewendet21-24, während deren Verwendung in Tiermodellen selten 
ist. So wurde von Kohli et al. am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber 
die Verwicklung der Calpaine in die Pathogenese des Reperfusionsschadens, 
unter Verwendung des spezifischen Calpaininhibitors Cbz-Val-Phe-Methyl-
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esther und Aktivitätsmessung durch Zugabe von SLLVY-AMC, untersucht. Hier 
konnte durch diese Technik eine Aktivitätsminderung durch Calpaininhibition, 
sowie eine signifikant niedrigere Leberschädigung  durch Messung und 
Vergleich der biliären Flussrate und der Aspartataminotransferase (GOT, AST), 
nachgewiesen werden 25. 
 
1.2.3 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung von Calpainen 
Zur Zeit wird die hauptsächlich modulierende physiologische und patho-
physiologische Bedeutung der Calpainfamilie in Säugetierzellen, in Tier-
modellen und bei bestimmten humanen Erkrankungen diskutiert. In verschie-
denen Übersichtsarbeiten wird auf die Relevanz von Calpainen beim „cell-
remodeling“, dem Auf- und Umbau des Zytoskeletts, hingewiesen. Calpaine 
sollen diesbezüglich zum Beispiel an folgenden physiologischen Vorgängen 
beteiligt sein: 
· Differenzierung von Muskelzellen26, 27 
· Fusion von Myoblasten28, 27 
· Regulation des Zellzyklus29 
· Zellwachstum30, 31 
· Metabolismus in Nervenzellen32 
· Plättchen-Aktivierung33, 34 
Interessant erscheint vor allem die Beteiligung der Calpaine an der Apoptose, 
dem programmierten Zelltod, bei der es unter anderem zu einem Anstieg der 
zytoplasmatischen Calciumkonzentration und der proteolytischen Spaltung 
bestimmter Bestandteile des Zytoskeletts kommt35.  
Squier et al. untersuchte den Einfluss von Calpainen nach Dexamethason-
induzierter Apoptose an Thymozyten und fand heraus, dass durch Hemmung 
des aktivierten Calpains mittels verschiedener Calpaininhibitoren die Apoptose 
im Thymozytenmodell verhindert werden kann36, 37. 
Auch Nath et al. wiesen eine Calpainaktivierung in SH-SY5Y Neuroblastom-
zellen während Apoptose nach und beschrieben ebenfalls einen protektiven 
Effekt durch Calpainhemmung38, 39. 
Neueste Untersuchungen von Debiasi et al. bei Reovirus-induzierter Apoptose 
an Fibroblasten zeigen ebenfalls eine durch Calpaininhibitoren hemmbare 
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Calpainaktivität, die in den Untersuchungen in direktem Zusammenhang mit 
einer erhöhten zytoplasmatischen Calciumkonzentrations steht40. 
Der Einfluss der Ca2+-abhängigen  Proteasen  wird  ebenfalls von verschie-
denen Autoren in Zusammenhang mit ischämie-/reperfusionsinduzierten 
nekrotischen und apoptotischen Prozessen an diversen  Organsystemen,  wie   
zum Beispiel am Modell einer Totalischämie an Rattenlebern41, im Tubulus-
system von Ratten42, in Neuronen des ZNS43-45  und an Zellkulturen von 
Kardiomyozyten neugeborener Ratten beschrieben21; 46. 
Eine gesichterte pathophysiologische Rolle der Calpaine wurde im Zusammen-
hang mit Muskeldystrophien beschrieben. Sie ist vor allem bei der Muskel-
dystrophie vom Typ Duchenne17 und der selteneren Beckengürtel-Muskel-
dystrophie Typ 2a11 von Bedeutung. 
Desweiteren diskutiert man eine Beteilung der Calpaine an neurodegenerativen 
Erkrankungen im ZNS, wie zum Beispiel bei Morbus Alzheimer47 und 
Parkinson48. Shields et al. zeigten in experimentell induzierter Encephalomyeltis 
eine Verwicklung der Calpaine in die Pathogenese demyelinisierender 
Erkrankungen wie Multiple Sklerose48; 49. 
Eine überproportionale Calpainaktivierung soll eine mögliche Ursache der 
Katarakt-Bildung in Augenlinsen sein. Zu diesem Ergebnis kommen Kadoya et 
al. nach Vorbehandlung von Linsenzellkulturen der Ratte mit H2O2 und 
Verwendung eines Calpain-Inhibitors50. 
Zusammenfassend sei gesagt, dass die pathophysiologische Bedeutung der 
Calpaine, sowie deren Verwicklung in die Pathogenese anderer Krankheiten, 
erst im Ansatz erforscht ist. 
 
1.2.4 Calpain-Inhibitoren und deren protektive Effekte 
Alle in Kap. 1.2.3 geschilderten Untersuchungen zeigen, dass Calpaine und 
deren Aktivierung wichtige Bestandteile physiologischer und vor allem 
pathophysiologischer Vorgänge der Zelle und des Zellzyklus sind. Ihre 
Erforschung erscheint um so dringlicher, da wichtige protektive Effekte durch 
Inhibition dieses Calpainsystems vielfach beschrieben sind und sich dadurch 
möglicherweise therapeutische Ansätze ableiten lassen. Bisher sind daher 
schon einige synthetische und endogene Inhibitoren verwendet und näher 
 12 
erforscht worden. Der ideale und hochspezifische Inhibitor der Calpaine ist der 
physiologische Antagonist Calpastatin, der eine hohe Affinität und strikte 
Spezifität zu den Calpainen aufweist. Eine Basisaktivität dieses Inhibitors ist in 
den meisten Geweben nachweisbar und entspricht unter physiologischen 
Bedingungen der des Calpains, so dass sich beide Enzymsysteme in einem 
relativen Gleichgewicht befinden. Da es sich bei Calpastatinen jedoch um 
Enzyme mit relativ hohem Molekulargewicht handelt, die daher nicht zellgängig 
sind, scheidet die Anwendung im Tiermodell aus. Als endogene Inhibitoren 
werden ausserdem das Kininogen und a2-Makroglobulin diskutiert, deren 
Rollen jedoch noch weitgehend unklar sind12; 51; 52. 
Da es sich beim Calpainsystem um ein zellständiges Enzymsystem handelt, ist 
die Permeabilität der Zellmembran für einen synthetischen Inhibitor von 
besonderer Bedeutung. Ausserdem sind alle bisher entdeckten synthetischen 
Inhibitoren nicht sehr selektiv, da sie teilweise andere intrazelluläre Enzym-
systeme, wie zum Beispiel Cathepsine oder Papain, ebenfalls inhibieren. Ein 
solcher niedermolekularer, synthetischer Inhibitor mit ähnlich hoher Affinität und 
vergleichbarer Selektivität zu der des Calpastatins ist bisher noch nicht 
beschrieben worden. Daher sollten tierexperimentelle Versuche unter diesen 
Voraussetzungen vorsichtig interpretiert werden. 
Treffende Beispiele für die protektiven Effekte von Calpain-Inhibitoren am  
Herzmodell, in  diesem Fall des  Calpain-Inhibitor-I (N-Acetyl-Leucyl-Leucyl-
norleucinal), sind die 1999 von den Gruppen Iwamoto et al. und Saito et al. 
veröffentlichten Untersuchungen. 
Iwamoto et al. demonstrierten am Ganztiermodell der Ratte, durch 30 minütige 
Ligation der linken Koronararterie und nachfolgender 6-stündiger Reperfusions-
phase, eine um ca. 50% reduzierte Infarktgrösse der Versuchsgruppe mit 
Calpain-Inhibitor-I im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei ist zu beachten, dass 
der Calpain-Inhibitor zu Beginn des Versuches dem Perfusat zugegeben wurde. 
Dieses Ergebnis konnte nach Zugabe des Inhibitors erst zu Beginn der 
Reperfusionsphase in einer zweiten Kontrollgruppe, unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen, nicht erzielt werden53. Auch Saito et al. beschrieben 
diesen protektiven Effekt am Modell des isoliert perfundierten Rattenherzens 
nach 12h hypothermischer Konservierung. Die mit Calpain-Inhibitor-I 
vorbehandelten Herzen wiesen im Vergleich zu den unbehandelten eine 
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bessere Herzfunktion, sowie eine geringere Freisetzung herzspezifischer 



































Im ersten Teil dieser Arbeit (Kapitel 3 und 4) soll am Modell des isoliert 
perfundierten Kaninchenherzens nach Langendorff der pathophysiologische 
Einfluss von Ca2+-abhängigen Cysteinproteinasen, insbesondere der ubiqui-
tären Calpaine,  in vivo untersucht werden. 
Dazu wurden bei den Kaninchenherzen normotherme Globalischämien  
durchgeführt, da es unter ischämischen Bedingungen in Verbindung mit einer 
gesteigerten intrazellulären Ca2+-Konzentration zu einer Calpainaktivierung 
kommt (s. 1.2.3). Ausserdem wurden Lipopolysaccharide (s. 3.5.1) mit dem Ziel 
einer zusätzlich verstärkten Calpainaktivierung etwa im Rahmen einer Sepsis 
appliziert und die Auswirkungen einer Calpaininhibition untersucht. Zur 
Calpaininhibition wurde der  Calpaininhibitor CAL425 (s. 3.5.2) verwendet. 
Bei diesen Versuchen sollte die Herzfunktion der Kaninchenherzen in den 
verschiedenen Versuchsgruppen untersucht und miteinander verglichen 
werden. Als Messparameter dienten hierbei die linksventrikuläre auxotonische 
Kontraktionsamplitude, der gesamtkoronare Widerstand und die Koronar-
perfusion, sowie die Freisetzung der Metaboliten Kreatinphosphokinase und 
Lactat-Dehydrogenase (s. 3.4). 
Der zweite Teil dieser Arbeit (s. Kap. 5 bis 7) ist der Versuch einer 
Quantifizierung der Calpainaktivität in vitro und der Nachweis dieser Aktivität in 
vivo am Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzens nach Langendorff 














3 Material und Methoden 
3.1 Versuchstiere 
Als Organspender dienten 102 Bastard-Kaninchen beiderlei Geschlechts mit 
einem Körpergewicht von 2700 bis 3300 g. Die Versuchstiere wurden über die 
Firma Behring-Werke Marburg bezogen. Die Organentnahmen wurden dem 
Regierungspräsidium Giessen angezeigt und gemäss dem Tierschutzgesetz 
durchgeführt. 
3.2 Organentnahme 
Zur Applikation der Medikamente wurde dem Tier zunächst eine Ohrvene mit 
einer 25G Butterfly kanüliert. Zur Koagulationsprophylaxe wurden dann 1000 
I.E. Heparin (Liqueminâ N 25000, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen) 
pro kg KG i.v. injiziert. Dann wurde die Narkose mit im Verhältnis 1:5 
verdünntem Narcorenâ (Pentobarbital-Na, Rhone Merieux GmbH, Laupheim) 
eingeleitet. Dies erfolgte durch langsame Injektion von ca. 2 ml (ca. 133 mg pro 
kg KG) der verdünnten Narcorenâ-Lösung unter Beibehaltung der Spontan-
atmung des Tieres. Nach Fixierung des Tieres in Rückenlage und prätrachealer 
Enthaarung erfolgte die Lokalanästhesie dieses Bereichs durch s.c. Injektion 
von 10 ml Xylocainâ 2% (Lidocainhydrochlorid, Astra GmbH, Wedel). 
Anschliessend wurde der gesamte Thorax und das Abdomen des Tieres 
enthaart. Nach ausreichender Einwirkzeit der Lokalanästhesie wurde die 
Trachea freipräpariert und nach Umschlingung mit einer Ligatur inzidiert. In die 
Trachea wurde ein Kunststofftubus (I.D. 3,5 mm) eingeführt. Die kontinuierliche 
Beatmung des Tieres mit Raumluft erfolgte über eine Starling-Pumpe (Fa. 
Braun, Melsungen) mit folgenden Parametern: 40 Atemzüge/min, 25 ml 
Atemzugvolumen, PEEP von 1 cm H2O. Anschliessend wurde die Narkose mit 
Narcorenâ solange vertieft, bis keine Schmerzreaktionen mehr auslösbar  
waren. Durch Rippenbogenrandschnitte beiderseits, ventro-laterale 
Diaphragma-Ablösung am Rippenbogen und mediane Sternotomie erfolgte der 
Zugang zu den Thoraxorganen. Der Thymus wurde stumpf abpräpariert, das 
Perikard eröffnet und zum Teil reseziert, des weiteren wurde die V. cava 
superior, V. cava inferior und Aorta ascendens mit einer Ligatur lose 
angeschlungen. 
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Danach wurde das mobilisierte Endstück des Kathetersystems zur retrograden 
aortokoronaren Perfusion (I.D. 0,3 cm) mit 4°C  kalter kardiopleger Lösung nach 
Bretschneider (Custodiol®, Dr. F. Köhler Chemie GmbH, Alsbach-Hähnlein) 
luftblasenfrei gefüllt. 
Zur nachfolgenden Entnahme des Herzens wurden die Ligaturen um die Vena 
cava superior et inferior zugezogen, um den venösen Rückfluss zum Herz zu 
unterbinden. Dann wurde die Aorta ascendens quer inzidiert. Der Katheter 
wurde in das Lumen vorgeschoben, ohne die Koronarostien zu verlegen oder 
die Aortenklappe zu irritieren. Der Aortenstumpf wurde nun mit Hilfe einer 
Ligatur am Katheter fixiert. Anschliessend wurde die Perfusion mit der 
kardioplegen Lösung begonnen und zur Druckentlastung des Koronarsystems 
die Vena cava superior et inferior und Vena pulmonalis inzidiert. Das Herz 
wurde bis zum völligen Herzstillstand perfundiert. 
Nach Absetzen der Tachea und Freipräparation aus dem Mediastinum wurden 
Herz und Lunge am Perfusionskatheter freihängend im Perfusionssystem 
befestigt und zusätzlich durch eine Krokodilklemme, die am Bindegewebe des 
rechten Vorhofes angebracht wurde, fixiert. Es folgte das Abpräparieren der 
Lungen und das Eintauchen des Herzens in ein mit physiologischer Kochsalz-
lösung gefülltes Gefäss, um das Herz vor Luftembolisationen zu schützen. 
Nach Inzision des linken Vorhofs und der Mitralklappensegel wurde ein 
kollabierter Latex-Ballonkatheter (Hugo Sachs Elektronik KG, March; Grösse 





Abb. 3-1 Schematische Darstellung des isolierten retrograd perfundierten Herzens 
Um ein Herausgleiten des Ballonkatheters zu verhindern, wurde der linke 
Vorhof mit zwei Ligaturen an der Krokodilklemme fixiert. Der mobilisierte 
Aortenkatheter wurde wieder an das Perfusionssystem angeschlossen und das 
Herz in einen mit Perfusat gefüllten Behälter  („Perfusatbad“) eingetaucht. 
Nach dieser ca. dreiminütigen Ischämie wurde mit der retrograden Perfusion 
des Herzens mit einem konstanten Druck von 70 mmHg begonnen. Zum 
kontinuierlichen Monitoring wurde ein bipolares EKG mit einer Elektrode an der 
Krokodilklemme und einer zweiten Elektrode im Perfusatbad auf Höhe der 
Herzspitze angebracht. Ausserdem wurde ein Thermometer (Testotherm, 1100 
sec-thermometer) zur Temperaturmessung im Perfusatbad angebracht. Der 
linksventrikuläre Latexballon wurde in der Vorlaufphase des Versuchs mit 
einem Druck von 7 mmHg entfaltet und die isovolumetrische Kontraktion 
gemessen. Nach kurzer Eingewöhnung des Ventrikels an den Ballon wurde das 
Ballonsystem auf auxotone Kontaktion mit konstanter Vorlast von 7 mmHg 
eingestellt (siehe 3.3). Nach Erreichen einer physiologischen Temperatur von 
37ºC  begann der Versuch. 
Das verwendete Schlauchsystem bestand aus Polyethylen- (Bentley By Pass®, 
Tubings Inc.) und Silikonschläuchen (Deutsch & Neumann). 
Die Präparationszeit von Narkotisierung des Kaninchens bis zum Einhängen 
des Herzens in das Modell betrug durchschnittlich 20 Minuten. 
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3.3 Versuchsmodell des isoliert perfundierten Herzens 
Das hier verwendete System basiert auf dem von Langendorff erstmals 
verwendeten Modell des isolierten, retrograd aortokoronar perfundierten 
Herzens. Dabei kann das isolierte Herz entweder mit konstantem Flow 
(Durchfluss/Zeit) oder Druck perfundiert werden. Da der Flow als Mess-
parameter zur Erfassung des koronaren Gefässwiderstandes verwendet wurde, 
perfundierten wir mit konstantem Druck von 70 mmHg. 
Das Perfusionssytem (Abb. 3-2) wurde aus einem doppelwandigen Perfusat-
behälter mit 5 Litern Fassungsvermögen gespeist. In dem Perfusatbehälter 
befand sich ein an eine Gasaustauscheinheit angeschlossener Bubbler, durch 
den eine Äquilibrierung mit Sauerstoff und Kohlendioxid auf einen Sauerstoff-
partialdruck von 500-600 mmHg und einen Kohlendioxidpartialdruck von 12-16 
mmHg erfolgte. Ein pH-Wert im Perfusat von 7,4-7,45 wurde durch variable 
Regulierung des Kohlendioxidpartialdrucks erreicht. Der pH-Wert wurde 
während des gesamten Versuches regelmässig in festgelegten Zeitabständen 
kontrolliert, um eine pH-Wert Entgleisung zu vermeiden. Diese Messungen 
wurden mit einem ABL330 (Radiometer GmbH, Willich) durchgeführt. 
Das Perfusat wurde mittels einer Rollerpumpe ip-12 (Fa. Ismatec, Zürich, 
Schweiz) in den in der   Aorta ascendens  liegenden  Perfu- sionskatheter mit 
einem Flow von 50 ml/min gepumpt. Zwischengeschaltet wurde ein 40 gm 
Mikrofilter (Pall Blood Transfusion Filter SQ 40SE, Pall Biomedical, Portsmouth, 
England), der nur einmal verwendet wurde und für jeden Versuch neu 
eingebaut wurde. 
Nach diesem Filter folgte ein über einen Dreiwegehahn angeschlossener 
Überlauf, der überschüssiges Perfusat abfing und über einen Schlauch zurück 
zum Perfusatbehälter leitete. Mit Hilfe dieses höhenverstellbaren Überlaufs 
konnte man zu Beginn jedes Versuches den konstanten Systemdruck von 70 
mmHg einregulieren. 
Nach dem Überlauf zwischengeschaltet waren eine Blasenfalle, die Luftblasen 
aus dem System filterte, und ein Flowmeter (Messkopf: Blood Flow Transducer 
300A, Fa. Empco, USA; Verstärker: Blood Flowmeter SP 2202, Fa. Gould, 
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USA), zur phasischen Durchflussmessung basierend auf den Messprinzipien 
der elektromagnetischen Induktion.  
Auf das Flowmeter folgte ein Dreiwegehahn, über den mit Hilfe einer Rollen-
quetschpumpe BP742 (Fa. Fresenius Apparatebau, Bad Homburg) 
Medikamente oder Substrate dem Perfusat beigemischt werden konnten. 
Der Aortenperfusionsdruck wurde über einen im Aortenstumpf  liegenden 
Perfusionskatheter in Verbindung mit einer Messeinheit (Combitrans® 
Monitoring-Set, Fa. Braun, Melsungen) kontinuierlich gemessen.  
Die Messung des linksventrikulären Druckes erfolgte ebenfalls über eine 
Combitrans® Messeinheit, die an den Latex-Ballonkatheter angeschlossen war. 
Der Ballonkatheter war über einen Dreiwegehahn mit einem Schlauchsystem 
verbunden. Dieses Schlauchsystem bildete einen durch Kugelventile fluss-
gerichteten Kreislauf, indem Wasser synchron zur Ventrikelkontraktion im Sinne 
eines „working heart“ zirkulierte. Mit einem zwischengeschalteten, höhen-
verstellbaren Wasserreservoir konnte man zu Beginn eines jeden Versuches 
den Vorlastdruck im Ballon auf 7mmHg einstellen. Ausserdem konnte man mit 
diesem System entweder eine isovolumetrische oder eine auxotonische 
Ventrikelkontraktion einstellen. 
Das durch die Koronararterien fliessende Perfusat sammelte sich 
anschliessend via Sinus coronarius im Perfusatbadbehälter, indem das Herz 
während des Versuches frei beweglich hing. Dieser Perfusatbadbehälter war 
von einem doppelwandigen temperierten Glasbehälter mit Abflussmöglichkeit 
umgeben. Das Perfusat floss aus dem Perfusatbadbehälter in diesen 
Glasbehälter. An seinem Abfluss konnten Perfusatsammelproben entnommen 
werden. Der Rest des Perfusates wurde verworfen. 
Die doppelwandigen Gefässe dieses Systems (Glasbehälter, Perfusatreservoir 
und Blasenfalle) wurden zur Temperaturstabilisierung durch ein Thermostat-
system (Thermomix UB, Fa. Braun, Melsungen), in dem Aqua dest. zirkulierte, 
erwärmt. Die Temperatur wurde im Perfusatbad durch ein Thermometer 
(Testotherm, 1100 sec-thermometer) gemessen und auf 37ºC einreguliert. 
Das kontinuierlich Monitoring von Aortenperfusionsdruck und Ventrikel-
kontraktionsamplitude erfolgte mit Hilfe einer Druckmesseinheit (Fa. Hellige, 
Freiburg). Die Daten der Druckmesseinheit, des Flowmeters und des 
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Elektrokardiogramms wurden mittels eines Acht-Kanal-EKG-Schreibers UD210 
(Uniscript, Fa. Picker, München) registriert. 
Das Schlauchsystem bestehend aus Polyethylen- (Bentley By Pass®, Tubings 
Inc.) und Silikonschläuchen (Deutsch & Neumann),  sowie sämtliche Behälter 
und Gefässe wurden zu Beginn und am Ende eines jeden Versuches 
ausreichend gereinigt und gespült.  
3.3.1 Perfusionslösung 
Zur Perfusion der Koronararterien wurde eine Krebs-Henseleit-HAES-
Pufferlösung verwendet. Durch Zusammenmischen von vier Stammlösungen 
und unter Zugabe von Pyruvat (C3H3O3Na) erhielt man eine pH-neutrale 
Perfusionslösung deren pH-Wert während des Versuches durch Regulierung 
des Kohlendioxidpartialdruckes im physiologischen Bereich zwischen 7,4 und 
7,45 gehalten wurde. 
 
Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-HAES Puffers: 
Lösung A Hydroxyethylstärke 10% 650 ml 
Lösung B Glucose 10% 25 ml 
Lösung C Natriumbicarbonat 0,9% 86,6 ml 
Lösung D Elektrolytlösung 200 ml 
Pyruvat  0,5 g 
 
Zusammensetzung der Elektrolytlösung (Lösung D): 
NaCl 7,16g/l Aqua dest. 
CaCl2*2H2O 1,75 g/l Aqua dest. 
KH2PO4 0,75g/l Aqua dest. 
MgCl2*6H2O 1,35 g/l Aqua dest. 




3.4.1 Kontinuierliches Monitoring 
Während aller Versuche wurden folgende Parameter kontinuierlich gemessen: 
· Herzfrequenz (hf; Schläge/min) 
· Systolischer Druck (Psys; mmHg) 
· Diastolischer Druck (Pdia; mmHg) 
· Aortenperfusionsdruck (Paorta; mmHg) 
· Koronardurchblutung (flow; ml/min) 
Diese Parameter wurden mit Hilfe der installierten Messeinheiten gemessen 
und mittels eines Acht-Kanal-EKG-Schreibers UD210 (Uniscript, Fa. Picker, 
München) registriert. Diese Messprotokolle wurden nach den Versuchen 
einheitlich ausgewertet und mit Hilfe der elektronischen Datenverarbeitung 
miteinander verglichen. 
Ausserdem wurde kontinuierlich die Temperatur im Perfusatbad durch ein 
Thermometer (Testotherm, 1100 sec-thermometer) gemessen (temp; ºC). 
Aus den registrierten Daten lassen sich folgende Parameter ableiten: 
· Linksventrikuläre Kontraktionsamplitude (amp) 
 amp = Psys- Pdia     [mmHg] 
· Relative Linksventrikuläre Kontraktionsamplitude (amp%) 
amp% = (amp x 100) / AmpMW5-15 *       [%] 
*wobei AmpMW5-15 aus den Mittelwerten der Linksventrikulären Kontraktions-
amplituden (5, 10 und 15 min nach Versuchsbeginn) in der steady-state-Phase 
ermittelt wird (s. 3.6.) 
· Koronardurchblutung pro Gramm Herzgewicht (flq)  
flq = flow / hw *   [ml x min-1 x g-1] 
*wobei hw dem Mittelwert der Herzgewichte von 10g entspricht 
· Koronarer Gesamtwiderstand (Wcor) 




3.4.2 Diskontinuierliches Monitoring 
Während aller Versuche wurden zu festgelegten Zeitpunkten Perfusatproben 
entnommen. Zur Bestimmung von pH-Wert, pO2 (mmHg) und pCO2 (mmHg) 
wurden Proben aus dem präkardialen (arteriellen) Schlauchsystem entnommen. 
Diese Proben wurden mittels eines Blutgasanalysegerätes ABL 330 
(Radiometer GmbH, Willich) ausgewertet. 
Ausserdem   wurden   Proben  aus dem postkardialen  (venösen)       System 
zur Bestimmung der herzspezifischen Metabolite Kreatinphosphokinase (CK) 
und Lactat-Dehydrogenase (LDH) nach einem festgelegten Zeitschema (s. 3.6.) 
entnommen.  
 
3.4.3 Bestimmung der Kreatinphosphokinase (CK) 
Die Bestimmung der Kreatinphosphokinase (CK) erfolgte gemäss der 
Standardmethode 94 nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für 
Klinische Chemie (1977) und der International Federation of Clinical Chemistry 
(1990) im Institut für Klinische Chemie. Die in vitro Tests wurden mittel eines 
klinisch-chemischen Analysenautomaten (BoehringerMannheim/Hitachi) nach 
folgendem Testprinzip durchgeführt: 
              CK   
 Creatinphosphat + ADP  ßà  Creatin + ATP 
              HK   
 Glucose + ATP   ßà  Glucose-6-P + ADP     
         G6P-DH   
 Glucose-6-P + NADP+  ßà  Gluconat-6-P + NADPH + H+ 
Bezogen auf äquimolare Mengen verläuft die Bildung von NADPH und Creatin 
mit der gleichen Geschwindigkeit. Die Geschwindigkeit der photometrisch 
gemessenen NADPH-Bildung ist der CK-Aktivität proportional. 
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3.4.3 Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) 
Die Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) erfolgte gemäss der 
„Optimierten Standard-Methode“ nach den Empfehlungen der Deutschen 
Gesellschaft für Klinische Chemie 1972 im Institut für Klinische Chemie. Die in 
vitro Tests wurden mittel eines klinisch-chemischen Analysenautomaten 
(BoehringerMannheim/Hitachi) nach folgendem Testprinzip durchgeführt: 
          LDH   
 Pyruvat + NADH + H+  ßà  Lactat + NAD+ 
Die Lactat-Dehydrogenase (LDH) katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu 
Lactat. Dabei wird NADH zu NAD oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-
Abnahme ist direkt proportional der LDH-Konzentration und wird photometrisch 
gemessen. 
 
3.5 Verwendete Substanzen 
3.5.1 Lipopolysaccharide 
Während einiger Versuche (s. 3.6.1) wurden über den aortokoronaren Katheter 
Lipopolysaccharide (LPS) zugeführt. In vivo spielen LPS eine grosse Rolle bei 
der Entstehung des septischen Schocks, dem SIRS (systemic inflammatory 
reaction syndrome) und der disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC). LPS 
sind Hauptbestandteile der Zellwand von Gram negativen Bakterien und 
stimulieren über Mediatoren wie Interleukin 1, Tumornekrosefaktor und andere 
Zytokine humorale und zelluläre Kaskaden des Immunsystems. LPS sind 
hochgradig pyrogen. Durch Aktivierung von Komplementkaskade, Makro-
phagen und Granulozyten resultiert eine Vasodilatation und eine erhöhte 
Kapillarpermeabilität mit den Folgen einer Hypovolämie, Hypotension und 
Hypoxie. Durch die Hypoxie wird verstärkt ATP über die anaerobe Glykolyse 
gewonnen, wobei vermehrt Laktat gebildet wird. Durch die verminderte 
Gewebeperfusion werden weitere Substanzen wie Gerinnungsfaktoren, 
Komplementfaktoren, Kinine, Zytokine, plättchenaktivierender Faktor (PAF), 
usw. frei. 
Die in den Versuchen in einer nicht letalen Dosis zugeführten LPS (Best.-Nr.: L 
2880, Fa. Sigma, Saint Louis, USA) dienten der Immunstimulation und  
stammen von Escherichia coli Bakterien des Serotyps 055:B5. 
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3.5.2 Calpain-Inhibitor 
Der in diesem ersten Teil der Arbeit verwendete Calpain-Inhibitor CAL425 
(Mw=421,5 kDa) ist ein synthetischer, wasserlöslicher Proteaseninhibitor 
(Stilben-Derivat) mit guter Gewebepenetration. CAL425 wurde mit freundlicher 
Genehmigung der Fa. BASF AG, Ludwigshafen, für unsere Versuche zur 
Verfügung gestellt. Durch die BASF AG wurden für CAL425 folgende 
Bindekonstanten ermittelt: 
· Calpain I  Ki = 13 nM 
· Cathepsin B Ki = 27 nM 




Insgesamt 40 Versuche teilen sich in 4 Versuchsgruppen (VG1-4) mit jeweils 10 
Kaninchen nach folgendem Schema auf: 
VG1 n=10 Keine   Ischämie  
VG2 n=10 30 min. Ischämie  
VG3 n=10 30 min. Ischämie LPS Applikation 
VG4 n=10 30 min. Ischämie LPS Applikation und Verwendung eines 
Calpain-Inhibitors (CAL425) in Krebs-
Henseleit-HAES Puffer 
Tab. 3.6-1 Versuchsschemata VG1-VG4 
Bei VG1 (n=10) wurde auf die Durchführung einer Globalischämie, sowie auf 
den Einsatz von Medikamenten verzichtet, um die unbeeinflusste Funktion der 
Herzen im Langendorff-Modell beurteilen zu können. 
 
Der Versuchsablauf der VG1-4 stellt sich wie folgt dar:  
 
Abb. 3.6-1 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von VG1 
 
Abb. 3.6-2 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von VG2 
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Abb. 3.6-3 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von VG3 
 
Abb. 3.6-4 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von VG4 
Wie aus den schematischen Darstellungen zu erkennen ist, erfolgt der 
eigentliche Versuchsbeginn zur Minute 0 nach einer Vorlaufzeit von 20 Minuten. 
Diese Vorlaufzeit, auch „steady-state-period“ genannt, bezeichnet eine Phase, 
in der sich die Messparameter innerhalb vordefinierter Grenzen befinden. Dies 
setzt einen physiologischen pH-Wert von 7,4-7,45, sowie einen Sauerstoff-
partialdruck von 500-600 mmHg und einen Kohlendioxidpartialdruck von 12-16 
mmHg voraus.  
Die Versuche der VG 2-4 begannen zur Minute 0 mit einer vollständigen    
Unterbrechung   der   Perfusatzufuhr  zur Simulation einer   Globalischämie. Bei 
VG3 und VG4 wurde gleich im Anschluss an die Unterbrechung der Perfusat-
zufuhr LPS als Bolus über den aortokoronaren Katheter injiziert. Der  Bolus 
bestand aus 100mg LPS (s. 3.5.1) gelöst auf 5ml Krebs-Henseleit-HAES-
Pufferlösung  (Endkonzentration=20mg/ml) und verblieb während der Ischämie-
zeit aufgrund der unterbrochenenen Perfusion in den Koronargefässen. Bei 
VG4 wurde dem Perfusat ein Calpain-Inhibitor (s. 3.5.2) hinzugefügt, so dass 
während der gesamten Versuchszeit der Calpain-Inhibitor  in  einer  End-
konzentration  von 10-8 mol/l angeboten wurde. 
Während der Versuche wurden bei allen 4 Versuchsgruppen Proben aus dem 
postkardialen (venösen) System zur Bestimmung der herzspezifischen 
Metabolite Kreatinphosphokinase (CK) und Lactat-Dehydrogenase (LDH) 
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gesammelt. Die Sammelperioden dauerten  jeweils 5 Minuten und verliefen für 
VG1-4 nach folgenden Schemata: 
 
 
Abb. 3.6-5 Schematische Darstellung der Sammelperioden VG1 
 
Abb. 3.6-6 Schematische Darstellung der Sammelperioden VG2-4 
Die Perfusatproben wurden in Eppendorf-Hütchen abpipettiert und bis zur 
späteren Bestimmung im  Institut  für  Klinische  Chemie bei  –25C° tiefgefroren. 
 
3.7 Statistische Methoden 
Die statistische Analyse wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) 
und nachfolgendem Fisher´s multiple-comparison Test (least significant 
differences, LSD) mit Hilfe des PC-Programmes Statgraphics PLUS for 
Windows 3.1 durchgeführt. Die Ergebnisse sind dargestellt durch Mittelwert +/- 
Standardfehler (SE). Ein p-Wert <0.05 stellt ein signifikantes Ergebnis dar.  Die 














4.1 Auswertung der Ergebnisse des kontinuierlichen Monitoring 
Zu Beginn der Versuche am Modell des isoliert-perfundierten Kaninchen-
herzens wurden Versuche in einer Kontrollversuchsreihe (VG1) zur Dokumen-
tation der Stabilität der herzspezifischen Parameter ohne Ischämie und 
Substanztestung durchgeführt. Hierbei lag der Mittelwert der auxotonen 
linksventrikulären Druckamplitude (amp) zu Beginn der Versuche bei 80,3 ± 6,7 
(SE) mmHg, der Koronarwiderstand  (WCor)  bei  2,57 ± 0,13 mmHg x min x g x 
ml-1,die Herzfrequenz (hf) bei  185,8 ± 9,4 min-1 und  der Aortenperfusionsdruck  
(PAorta) bei 72,3 ± 1,2 mmHg. Die Varianzprüfung (Bartlett´s Test) und ANOVA 
ergab für obige Messparameter zu Versuchsbeginn keinen signifikanten 
Unterschied (p>0,05) zwischen  den  Einzelversuchen,  so  dass  zum  
Versuchsbeginn von einer gleichen Grundgesamtheit ausgegangen werden 
kann und die Betrachtung von relativen Veränderungen durch Gruppen-
vergleich möglich ist. Dasselbe gilt für die Messparameter in den Versuchs-
gruppen 2 bis 4 in der steady-state Periode vor dem  Beginn  der  Ischämie (s. 
Tab. 4.1-1).  Hierbei  ist ausserdem zu beachten, dass im Versuchsmodell der  
Aortenperfusionsdruck (PAorta) bei ca. 70 mmHg konstant gehalten wurde. 
Die  gemessenen  Werte sind  in  Tabelle  4.1-1  dargestellt.  Es ist ausserdem 
der Mittelwert der auxotonen linksventrikulären  Kontraktionsamplitude  
AmpMW5-15 angegeben, auf dessen Basis sich die relative linksventrikuläre 
Kontraktionsamplitude (amp%) berechnen lässt (s.3.4.1). AmpMW5-15 setzt sich 
aus den gemittelten Werten der auxotonen linksventrikulären Kontraktions-
amplitude zur 5., 10. und 15. Minute nach Versuchsbeginn zusammen und 
markiert im relativen Vergleich der Messparameter innerhalb der jeweiligen 
Versuchsgruppe den 100%- oder Ausgangswert. 
In Versuchsgruppe 1 ergab sich am Versuchsende nach 110 Minuten eine  
Abnahme der auxotonen linksventrikulären Kontraktionsamplitude auf 53,1 ± 
5,5 mmHg oder relativ auf 62 ± 4,6 % bezüglich des Ausgangswertes, ein 
Anstieg des Koronarwiderstandes auf 4,37 ± 0,49 mmHg x min x g x ml-1 und 
ein Abfall der Herzfrequenz auf 140 ± 10 min-1. Ein Kaninchenherz entwickelte 
in der 83. Minute, also 7 Minuten vor Ende des Versuches, ein Kammer-
flimmern. Alle anderen Herzen dieser Versuchsgruppe blieben funktionell 
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unauffällig. In den Versuchsgruppen 2 und 4 entwickelten jeweils 2 Kaninchen-
herzen Kammerflimmern. Auffällig ist die vorzeitige Abbruchrate durch 
Kammerflimmern von 4 Kaninchenherzen in Versuchsgruppe 3. 
All diese Versuche schieden nach Entstehung des Kammerflimmerns aus der 














80,3 ± 6,7 2,57 ± 0,13 185,8 ± 9,4 72,3 ± 1,2 92,4 ± 8,3 
VG2 
 79,7 ± 13,5 2,65 ± 0,19 177,6 ±12,8 72,2 ± 2,7 87,8 ± 12,9 
VG3 
61,3 ± 4,2 2,82 ± 0,14  174,5 ± 12,1 70,8 ± 1,7 62,9 ± 5,3 
 VG4 59,7 ± 6,1 2,75 ± 0,13 179,6 ± 10,6 68,2 ± 1,2 78,3 ± 6,2 
Tab. 4.1-1 Herzspezifische Parameter zu Beginn der Versuche bzw. vor der Ischämie 
 
In Tab. 4.1-2 sind die gemessenen Parameter der Versuchsgruppen 1 bis 4 am 






VG1 53,1 ± 5,5 4,37 ± 0,49 140 ± 10 
VG2 39,1 ± 10,1 4,87 ± 0,87 163,3 ± 14,9 
VG3 9,7 ± 2,2 7,36 ± 0,79  148,6 ± 24,4 
VG4 19 ± 5,9 5,24 ± 0,77 156,5 ± 12,6 
Tab. 4.1-2 Herzspezifische Parameter am Ende der Versuche (90. Minute) 
 
4.1.1 Relative linksventrikuläre Kontraktionsamplitude 
Ein Vergleich der Versuchsgruppen 2 bis 4 bezüglich der relativen links-
ventrikulären Kontraktionsamplitude (Abb. 4.1-1) in der Reperfusionsphase 
(30.-90.Minute) ergibt einen hochsignifikanten Unterschied zwischen VG2 und 
VG3 (p<0,001), sowie zwischen VG2 und VG4 (p<0,002). Dabei sind die 
linksventrikulären Kontraktionsamplituden der beiden mit LPS stimulierten 
Versuchsgruppen in der Reperfusionsphase deutlich niedriger. Der Vergleich 
der Kontrollgruppe VG1 mit den Ischämiegruppen (VG2 bis 4) zeigt ebenfalls 
 29 
hochsignifikant (p<0,001) bessere Verläufe der relativen Kontraktionsam-
plituden zwischen der 30. und der 90. Minute in dieser Gruppe. 
Durch Vernachlässigung des steilen postischämischen Druckanstieges direkt 
nach der Ischämie zeigt der Vergleich zwischen VG3 und der mit Calpain 
behandelten Gruppe VG4 ab der 32. Minute, dass die linksventrikuläre 
Druckamplitude der Calpaingruppe VG4 ein signifikant (p<0,03) besseres 
Ergebnis erzielt hat. Die nachfolgende graphische Darstellung zeigt diese 
Ergebnisse im Überblick: 
 
Abb. 4.1.1-1 Relative Änderung der linksventrikulären Kontraktionsamplitude über die 
Versuchszeit mit Standardfehler des Mittelwertes. 
 
4.1.2 Koronarer Gesamtwiderstand 
Ein Vergleich des koronaren Gesamtwiderstandes (WCor) der VG3 mit den 
anderen Gruppen zeigt, dass der Gesamtwiderstand in dieser, mit LPS 
stimulierten Gruppe, hochsignifikant (p<0,001) erhöht ist. In der ebenfalls mit 
LPS stimulierten Calpaingruppe (VG4) ist der Gesamtwiderstand somit 
hochsignifikant niedriger. 
Ausserdem unterscheidet sich WCor der VG1 von VG4 signifikant (p<0,02); er ist 
in VG4 signifikant erhöht. 





Abb. 4.1.2-1 Relative Änderung des koronaren Gesamtwiderstandes (WCor) über die 
Versuchszeit mit Standardfehler des Mittelwertes. 
4.1.3 Herzfrequenz 
Hier zeigt sich eine hochsignifikant (p<0,001) höhere Herzfrequenz bei den 
Herzen der VG3 (Ischämiegruppe mit LPS-Stimulation) im Vergleich mit der 
Kontrollgruppe ohne Ischämie (VG1) in der Reperfusionsphase. 
Alle anderen Vergleiche zeigen keine signifikanten Unterschiede. 
 
 




4.2 Auswertung der Ergebnisse des diskontinuierlichen Monitoring 
Die aus dem postkardialen (venösen) System entnommenen und im Institut für 
Klinische Chemie analysierten Proben zur Beurteilung der Freisetzung der 
herzspezifischen Metabolite Kreatinphosphokinase (CK) und Lactat-Dehydro-
genase (LDH) zeigen folgende Ergebnisse: 
4.2.1 Kreatinphosphokinase (CK) 
Die gemessenen Konzentrationen bei den drei Ischämieversuchsgruppen VG2 
bis VG4 zeigen zu Beginn der Versuche in der 1. Probe keinen statistisch 
signifikanten Unterschied untereinander. 
Ein Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne Ischämie (VG1) zeigt zu Beginn eine 
hochsignifikant niedrigere (p<0,01) CK Konzentration in der Ausscheidung 
gegenüber den anderen Versuchsgruppen. 
Ein Vergleich der Gruppen in der Reperfusionsphase zeigt ebenfalls eine 
hochsignifikant niedrigere CK Konzentration in der Kontrollgruppe ohne 
Ischämie (VG1) gegenüber VG2 (p<0,02), VG3 (p<0,001) und VG4 (p<0,001). 
Im Vergleich der Ischämie-Kontrollgruppe (VG2) mit VG3 (Ischämie+LPS) und 
VG4 (Ischämie+LPS+Calpaininhibitor) zeigt sich eine ebenfalls hochsignifikant 
niedrigere CK Konzentration in den Sammelproben während der Reperfu-
sionsphase (VG3: p<0,01; VG4: p<0,05). 
Ein Vergleich der beiden LPS-Versuchsgruppen mit Ischämie und Calpain-
inhibitor (VG3 und VG4) zeigt keinen signifikanten Unterschied in der CK 




Abb. 4.2.1-1 Relative Änderung der Ausscheidung der Kreatinphosphokinase (CK) über die 
Versuchszeit mit Standardfehler des Mittelwertes. 
 
4.2.2 Lactat-Dehydrogenase (LDH) 
Im Vergleich der Kontrolle ohne Ischämie (VG1) mit den Versuchsgruppen mit 
Ischämie zeigt sich in der Reperfusionsphase kein Unterschied zur Kontroll-
gruppe mit Ischämie (VG2), aber hochsignifikant niedrigere LDH Konzentra-
tionen zu VG3 (p<0,02) und VG4 (p<0,05). Ebenso sind die gemessenen LDH 
Konzentrationen der Kontrollgruppe mit Ischämie (VG2) hochsignifikant 
niedriger als die der VG3 (p<0,01) und VG4 (p<0,03). 
Ein Vergleich der beiden LPS-Versuchsgruppen mit Ischämie und Calpaininhi-
bitor (VG3 und VG4) zeigt keinen signifikanten Unterschied in der CK 
Freisetzung während der Reperfusionsphase. 
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Abb. 4.2.1-1 Relative Änderung der Ausscheidung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) über die 
























Im  zweiten Teil dieser Arbeit soll eine Methode zur Quantifizierung der 
Calpainaktivität am Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzens 
entwickelt werden. Diese Methode soll, unter Verwendung  zellgängiger und 
calpainspezifischer Substrate, sowohl in einer in vitro Versuchsreihe, als auch 
in vivo am Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzens nach Lan-
gendorff getestet werden. 
Als Calpainsubstrate stehen neben diverse Proteinen kurzkettige Peptide zur  
Verfügung, die  C-terminal  mit dem Fluorogen  AMC  (7-Amino-4-Methylcou-
marin) als Label amidartig verknüpft sind. Durch Abspaltung des Aminosäure-
restes kann die fluoreszierende Aktivität des Spaltproduktes 7-Amino-4-
Methylcoumarin (AMC) mittels fluoreszenzspektroskopischer Untersuchung 
bestimmt werden. Durch kontinuierliche Messung des fluoreszierenden 
Spaltproduktes kann auf die Spaltungsaktivität des Calpains oder anderer 
beteiligter Proteasen rückgeschlossen werden. Eine Differenzierung anderer, 
an der Spaltung der calpainspezifischen Substrate beteiligten Proteasen, 
erfolgte in verschiedenen in vitro Versuchsreihen mit Hilfe verschiedener 
Proteinasen- bzw. Calpaininhibitoren sowie eines Proteasominhibitors. In den 
Versuchen am Langendorff Modell wurde der Calpain-Inhibitor-I (N-Acetyl-Leu-
Leu-norleucinal, Fa. Roche) verwendet. 
Mit Hilfe dieser Inhibitoren soll eine selektive Hemmung des aktivierten 
Calpains mit Calpain-Inhibitor-I durch verminderte Spaltung des angebotenen 












6 Material und Methoden 
6.1 Fluoreszenzspektroskopie 
Als Fluoreszenz wird die ungerichtete Emission von Licht bezeichnet, die im 
Unterschied zur Phosphoreszenz nur so lange auftritt, wie die fluoreszierenden 
Moleküle durch Lichtabsorption elektronisch angeregt werden. Diese fluores-
zierenden Moleküle werden auch als Fluorophore bezeichnet. Das Phänomen 
der Fluoreszenz besteht darin, dass eine Probe mit Licht einer bestimmten 
Wellenlänge (Anregungswellenlänge, Excitation) angeregt wird und bei der 
Rückkehr der Moleküle in den Grundzustand Licht in einer grösseren 
Wellenlänge (Emissionswellenlänge, Emission) emittiert wird. Dabei wird bei 
der in dieser Arbeit verwendeten stationären Fluoreszenzspektroskopie mittels 
eines Fluoreszenzspektrometers wellenlängenabhängig das gesamte 
Fluoreszenzspektrum dieses emittierten Lichtes unter Verwendung einer 
kontinuierlichen Anregungslichtquelle gemessen. 
Die Intensität der Fluoreszenz steht in verdünnten Lösungen im linearen 
Zusammenhang mit der Konzentration des Fluorophors, der neben  stoffspe-
zifischen  Grössen  auch  von  gerätespezifischen  Grössen abhängt. Daher 
wird die Fluoreszenz in relativen Fluoreszenzintensitäten (RFI) angegeben. Die 
Darstellung der RFI in Abhängigkeit  von  der   Emissionswellenlänge  bei 
gegebener, fester  Anregungswellenlänge wird als Fluoreszenz-Emissions-
spektrum bezeichnet. Die Auftragung der RFI bei einer konstanten Emissions-
wellenlänge gegen die jeweilige Anregungswellenlänge führt zum Fluoreszenz-
Exzitationsspektrum. Da sich diese Spektren in Form einer Kurve darstellen 
lassen, werden sie auch als eindimensionale Verfahren bezeichnet. In diesen 
Spektren äussert sich die Fluoreszenz als Peak. Der Punkt dieses Peaks mit 
der höchsten RFI wird als Fluoreszenzmaximum bezeichnet. 
Bei einer Fluoreszenzmessung werden im Idealfall nur Fluorophore erfasst, 
ohne dass andere Moleküle das Ergebnis beeinflussen. Diese Spezifität wird 
noch dadurch vergrössert, dass Substrate und Fluorophore sich durch 
unterschiedliche Anregungswellenlängen und Emissionswellenlängen 
unterscheiden. Dennoch sind in der Literatur vielfältige Einflussgrössen und 
Störfaktoren beschrieben, die zu Wechselwirkungen der Fluorophore mit ihrer 
Umgebung führen können und Fluoreszenzmessungen beeinflussen. 
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Bei höherer Temperatur kommt es zur Abnahme der Fluoreszenzintensität, da 
die Wahrscheinlichkeit von desaktivierenden Stössen mit anderen Molekülen 
wächst. Eine Protonierung biogener Fluorophore verändert häufig deren 
Fluoreszenzeigenschaften (Intensität, Lage des Fluoreszenzpeaks), was den 
Einfluss des pH-Wertes erklärt. Auch Veränderungen von Dichte, Polarität und 
Viskosität des Mediums wirken sich aus. Durch Messungen unter in vivo 
Bedingungen und das damit verbundene Vorhandensein von Zellen und 
Zelldetritus vergrössert sich die Trübung und das Streulicht nimmt zu. Damit 
wird die Eindringtiefe des Anregungslichtes und auch die mittlere freie 
Weglänge des Emissionslichtes verringert. Fluoreszenzlöschung kann durch 
neutrale Moleküle (z.B. Sauerstoff), Anionen (z.B. Iodide, Bromide, Nitrate) oder 
Kationen (z.B. Cr3+, Fe3+, Ni2+, Cu2+), aber auch durch Zellmembranen erfolgen. 
Vor allem gefärbte Medien liefern ein nach aussen sichtbares Zeichen für 
Fluoreszenzlöschung durch vermehrte Absorption. Konzentrations-Fluoreszenz-
löschung (concentration quenching) zeigt sich als Abnahme der RFI, wenn die 
Konzentration des Fluorophors oberhalb des Sättigungsbereiches liegt. Hierbei 
wirkt sich der Inner-filter-Effekt aus, denn bei hoher Fluorophorkonzentration 
wird das Anregungslicht so stark absorbiert, dass es von den Fluorophoren 
herausgefiltert und an einem tieferen Eindringen gehindert wird. Der Inner-filter-
Effekt wirken sich besonders bei Küvettenmessungen aus. 
Als Kaskadeneffekt wird die Reabsorption emittierter Fluoreszenzstrahlung zur 
Anregung weiterer Fluorophore verstanden, die eine geringere Konzentration 
des zuerst angeregten Stoffes vortäuscht. Fluoreszenzsignale können sich 
dadurch überlagern, und Fluoreszenzmaxima können verschoben werden. Als 
Fluoreszenz-Photobleaching wird die Veränderung oder gar Zerstörung von 
Fluorophoren durch energiereiches Anregungslicht bezeichnet.  
Daher ist es von entscheidender Bedeutung, die Umgebungsbedingungen 
während der verschiedenen Messungen möglichst konstant zu halten.55-57 
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6.2 Verwendete Substanzen und Geräte 
6.2.1 Fluoreszenzspektrometer 
Bei dem verwendeten Fluoreszenzspektrometer handelt es sich um das F-4500 
der  Firma Hitachi,  Japan. Die  Wellenlängen  von Excitation und Emission 
können unabhängig voneinander mit Hilfe eines Gittermonochromators mit 
wählbarer Spaltbreite (in allen Versuchen 2,5mm) eingestellt werden. Ein 
Stahlteiler lenkt einen Teil des Anregungslichtes auf einen Referenz-
photomultiplier, wodurch Intensitätsschwankungen an der Lichtquelle 
kompensiert werden. Ein Verschluss (shutter) sorgt dafür, dass die Probe nicht 
ständig angeregt wird (spezielle Charakteristika: 
http://www.hii.hitachi.com/f4500.htm).  
Die Gerätesteuerung und die Datenaufnahme erfolgen über einen Personal-
Computer (Betriebssystem: Windows 3.1) mittels der gerätespezifischen 
Software „fl4500“. Die ermittelten Daten wurden in ASCII-Dateien zur weiteren 
statistischen und graphischen Verarbeitung umgewandelt (siehe 6.4). 
6.2.2 Substrate und Fluorophor  
In dieser Arbeit wurden die calpainspezifischen, zellpermeablen, fluorogenen 
Substrate SLLVY-AMC (Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amino-4-Methylcoumarin)  und 
SLY-AMC (Suc-Leu-Tyr-7-Amino-4-Methylcoumarin) verwendet. Diese 
Substrate haben eine zu vernachlässigende Autofluoreszenz und können zu 
Versuchszwecken in Zellhomogenaten, Lösungen und intakten Zellverbänden 
verwendet werden.  Nach hydrolytischer Abspaltung des Aminosäurenrestes 
kann die fluoreszierende Aktivität des Spaltproduktes 7-Amino-4-Methylcou-
marin (AMC) mittels fluoreszenzspektroskopischer Untersuchung bestimmt 
werden. Das Spaltprodukt AMC wird laut Hersteller Molecular Probes (Leiden, 
Niederlande) schlecht in vitalen Zellen zurückgehalten, so dass sich 
fluoreszenzspektroskopische Messungen am Lebendmodell anbieten. 
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Beide Substrate, sowie das zur Erstellung der Eichkurve benötigte AMC, 
stammen von der Firma Bachem Feinchemikalien AG (CH-4416 Bubendorf, 
Schweiz). Folgende Fluoreszenzeigenschaften werden von der Firma Molecular 
Probes Europe (Leiden, Niederlande, http://www.probes.com) für AMC und 
Substrate angegeben: 
 Substrate AMC 
Excitationsmaximum 324 nm 342 nm 
Emissionsmaximum 390 nm 441 nm 
 
Nach eigenen fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen mit dem 
Fluoreszenzspektrometer F-4500 der Firma Hitachi, ergibt sich bei einer 
Anregungswellenlänge  von   342   nm  für  das   Fluorophor   AMC   (Abb. 
6.2.2-1) ein Fluoreszenzmaximum bei 442 nm. 
Abb. 6.2.2-1 Darstellung des Emissionsmaximums von 300pMol AMC(Ex=342 nm) 
In den folgenden fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wird das 
Fluoreszenzemissionsmaximum von AMC auf 442 nm festgelegt. Die 
Anregungswellenlänge wird auf 360 nm festgelegt, um eine minimale störende 
































Der in diesem zweiten Teil  der Arbeit in vitro und in vivo verwendete Calpain-
Inhibitor N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal (auch: Calpain-Inhibitor-I; Mw=383,5 
kDa) der Fa. Roche ist ein starker, kompetetiver Inhibitor der Ca2+-abhängigen 
Proteasen Calpain I und II mit einem Ki-Wert zwischen 120 nM und 230 nM. 
Calpain-Inhibitor-I hemmt ausserdem  Papain, sowie  Cathepsin  B und  L. 
N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal ist auf Grund seines geringen Molekulargewichtes 
und seiner Lipophilität membranpermeabel (Quelle: Firma Roche).  
Ausserdem wurden in den in vitro Versuchen die beiden Calpain Inhibitoren 
CAL425 (siehe Abschnitt 3.5.2) und CAL961 der Firma BASF AG 
(Ludwigshafen) verwendet. Beides sind synthetische, wasserlösliche 
Proteaseninhibitoren mit guter Gewebepenetration. Folgende Bindekonstanten 
und Molekulargewichte werden von der BASF AG angegeben: 
 CAL425 CAL961 
Molekulargewicht 421,5 kDa 579,7 kDa 
Calpain I 13 nM 18 nM 
Cathepsin B 27 nM 83 nM 
Cathepsin L 22 nM 151 nM 
Tab. 6.2.3-1 Molekulargewichte und Ki-Werte von CAL425 und CAL961  
Beide Inhibitoren sind daher starke Inhibitoren von Calpain I, Cathepsin B und 
Cathepsin L. 
6.2.4 Proteasom-Inhibitor 
Proteasom, ein ubiquitäres, intrazelluläres, nicht lysosomales Multikomplex-
enzym, ist involviert in zahlreiche intrazelluläre Prozesse. Dazu zählt besonders 
der Abbau von Proteinen im Rahmen des intrazellulären Protein-
metabolismus58. Daran sind im wesentlichen drei peptidspaltende Zentren des 
Proteasom beteiligt. Es handelt sich dabei um chymotrypsin-, trypsin und 
caspaseähnliche Zentren, deren Hemmung mit dem Inhibitor Lactacystin 
durchgeführt werden kann. Dabei erfolgt diese Hemmung jedoch nicht durch 
das Lactacystin, sondern durch clasto-Lactacystin b-Lactone, der lactonisierten 
Form des  Lactacystin,  das  nach spontaner  intramolekularer Konforma-  
tionsänderung, der Laktonisierung, entsteht58; 59. Clasto-Lactacystin b-Lactone 
hemmt die aktiven Zentren des Proteasom 15-20 mal schneller als Lactacystin 
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und ist ausserdem, im Gegensatz zu Lactacystin, zellgängig58; 59. Nach 
Fenteany et al. ist clasto-Lactacystin b-Lactone hochspezifisch zur Hemmung 
des Proteasom und hat weder inhibitorische Effekte auf Serinproteasen wie 
Thrombin, Plasminogen, Trypsin oder Chymotrypsin, noch auf Cystein-
proteasen wie Papain, Cathepsin B, Calpain I und II59. Da das Proteasom auch 
an der Spaltung fluorogener Substrate beteiligt ist, ist die Hemmung mit clasto-
Lactacystin b-Lactone in den durchgeführten in vitro Versuchen sinnvoll. 
Aus finanziellen Gründen musste auf eine Anwendung des clasto-Lactacystin b-
Lactone in den in vivo Versuchsreihen verzichtet werden. 
Das in den Versuchen verwendete clasto-Lactacystin b-Lactone stammt von der 
Firma Calbiochem, hat ein Molekulargewicht von 213,2 kDa und wurde in 
DMSO gelöst. Die halbmaximale Hemmdosis (ID 50) wird mit 1mM angegeben 
(Quelle: Fa. Calbiochem). 
6.2.5 Proteinasen-Inhibitoren 
Zur Differenzierung der an der Spaltung der calpainspezifischen Substrate 
beteiligten Proteasen wurden in den in vitro Versuchen ausser den Calpaininhi-
bitoren und dem Proteasominhibitor die in Tabellen 6.2.4-1 und 6.2.4-2 
aufgeführten Proteaseninhibitoren verwendet. Es sollte der Einfluss anderer 
Proteasen wie Cystein-, Serin, Metallo- oder Aspartatproteasen auf die 





















Tab. 6.2.4-1 Verwendete Proteaseninhibitoren 
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Desweiteren wurden folgende Proteinasen-Inhibitor-Cocktails verwendet, um 



























Tab. 6.2.4-2 Verwendete Proteasen-Inhibitor-Cocktails 
 
6.2.6 Calpain und Calpain-Messpuffer 
Das verwendete µ-Calpain wurde von Dr. Dusica Gabrijelcic-Geiger 
(Abteilung für Klinische Chemie und Klinische Biochemie der Chirurgischen 
Klinik und Poliklinik - Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universität München) 
aus humanen Erythrozyten isoliert und uns freundlicherweise für unsere 
Untersuchungen zur Verfügung gestellt [D.Gabrijelcic-Geiger et al.: 
Biol.Chem.Hoppe-Seyler, 2001 (in press)]. 
Der ebenfalls verwendete Messpuffer I besteht aus 500ml Brij-35-Solution (Fa. 
Sigma-Aldrich, 89552 Steinheim) auf 999,5 ml Trispuffer (0,05M Tris-HCl, 0,1M 
NaCl, pH=7,5, Fa. Sigma-Aldrich, 89552 Steinheim). 
Der Messpuffer II besteht aus 10-2M DL-Dithiothreitol (Fa. Sigma-Aldrich, 89552 




Zur Umrechnung der fluoreszenzspektrometrisch ermittelten relativen 
Fluoreszenzintensitäten in absolute molare Konzentrationen des 
fluoreszierenden Spaltproduktes AMC wurden Standardeichkurven erstellt. Die 
Emissionsspektren verschiedener Ansätze mit bekannten AMC-Konzen-




Abb. 6.3.1-1 Emissionsspektren der Standardeichkurven 
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Mit den erhaltenen Fluoreszensmaxima bei einem Fluoreszenzemissions-
maximum des AMC bei 442 nm wird eine lineare Eichgerade (Abbildung 6.3.1-
2) erstellt. Die Berechnung der molaren AMC-Konzentration in pMol erfolgt 
gemäss der umgeformten Funktionsgleichung: 
 
x [AMC in pMol] = (y [RFI] –14,171) / 0,8552 
 




Abb. 6.3.1-2 Lineare Funktionsgerade zur Umrechnung der RFI in pMol AMC  
6.3.2 In vitro Versuche 
Ziele der in vitro Versuche waren zum einen die Erprobung des fluoreszenz-
spektroskopischen Verfahrens unter Verwendung von Herzmuskel- und 
Lungengewebe vom Kaninchen, sowie die Aufdeckung möglicher Einfluss- oder 
Störgrössen. Dazu zählte unter anderem die Testung der spontanen Substrat-
spaltung durch Licht, der Einfluss von Temperaturschwankungen zwischen 
+4°C und +40°C, die Applikation 100%-igen Sauerstoffs und die Verwendung 



































von Lösungsmittel wie Ethanol oder DMSO. Alle diese Tests zeigten keinen 
signifikanten Anstieg des Spaltproduktes, so dass von keiner Beeinflussung der 
Versuchsreihen durch diese Faktoren ausgegangen werden kann. Desweiteren 
erwies sich die Verwendung von Gewebehomogenat im Versuch als beste 
Methode zur in vitro Testung der verschiedenen Substanzen, da die in die 
Versuchsröhrchen hinzugegebene Gewebemenge präziser abgemessen 
werden konnte als bei Verwendung von intakten Gewebeteilen. 
Zur Optimierung der Methode wurden zwei unterschiedliche calpainspezifische 
Substrate, sowie deren optimale Konzentrationen geprüft. In diesem 
Zusammenhang  spielte auch die  Spaltung  des  Substrates durch  andere  
Serin, Cystein-, Metallo - und Aspartatproteasen und andere Enzyme eine 
wichtige Rolle. Der Einfluss dieser Proteasen wurde durch Zugabe bestimmter 
Proteaseninhibitoren bzw. Proteaseninhibitorencocktails (siehe 6.2.5) 
untersucht. Desweiteren wurde ein Proteasominhibitor (siehe 6.2.4) hinsichtlich 
eines möglichen   Einflusses   auf  die Substratspaltung getestet. Als Calpain-
inhibitoren wurden CAL425, CAL961 und Calpain-Inhibitor-I bezüglich ihrer 
Hemmung der calpainspezifischen Substrate getestet (siehe 6.2.3). 
Es wurden 6 in vitro Versuche (V1, V2, usw.) durchgeführt.   
Jedem Versuchsansatz, der jeweils zur Kontrolle doppelt angesetzt wurde, wird 
eine Versuchsnummer (z.B. V1-1, V1-2, usw.) zugewiesen. 
 
6.3.2.1 Gewinnung von Gewebehomogenat 
Zu den in vitro Versuchen wurde Gewebehomogenat vom Kaninchenherzen, 
sowie Gewebehomogenat von der Kaninchenlunge, hergestellt. 
Nach Organentnahme gemäss der in Kapitel 3.2 beschriebenen Präparation 
wurde das Gewebe sorgfältig von umgebenem Fett- und Bindegewebe 
gesäubert. Anschliessend wird dem Myokardgewebe des linken Ventrikels, 
bzw. dem Lungengewebe beider Lungen, im Verhältnis 1:4 NaCl hinzugegeben 
und die erhaltenen Gewebesuspensionen anschliessend homogenisiert. Das 
Homogenat wurde dann durch Pipettieren den jeweiligen Versuchsansätzen 
hinzugegeben. 
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6.3.2.2 Wirkung verschiedener Proteaseninhibitoren auf die Spaltung von 
SLLVY-AMC durch Herzmuskelhomogenat 
In dieser Versuchsgruppe (V1) werden Ansätze mit SLLVY-AMC als Substrat 
nach Zugabe von Herzmuskelhomogenat und verschiedener Proteasen-
inhibitoren fluoreszenzspektrometrisch untersucht. Die Pipettierung der Ansätze 
erfolgte in fo lgender Reihenfolge: 
1. Inhibitor  
2. Herzmuskelhomogenat (HH) 
3. SLLVY-AMC (2x10-6 M) in DMSO und KH-Puffer 
Die Ansätze wurden nach dem Pipettierschema in Tabelle 6.3.2.2-1 pipettiert 
und anschliessend eine Stunde bei 25°C inkubiert. Danach erfolgte die 
fluoreszenzspektrometrische Untersuchung. 
V Inhibitor SLLVY-AMC 
 
HH 
1-1 0,7 ml NaCl 1,3 ml  
1-2 0,2 ml NaCl 1,3 ml 0,5ml 
1-3 0,2 ml Roche (10-3 M) 1,3 ml 0,5ml 
1-4 0,2 ml Roche (10-4 M) 1,3 ml 0,5ml 
1-5 0,2 ml CAL425 (10-3 M) 1,3 ml 0,5ml 
1-6 0,2 ml CAL425 (10-5 M) 1,3 ml 0,5ml 
1-7 0,2 ml CAL425 (10-7 M) 1,3 ml 0,5ml 
1-8 0,2 ml Complete 1,3 ml 0,5ml 
1-9 0,2 ml PMSF 1,3 ml 0,5ml 
1-10 0,2 ml P2714 1,3 ml 0,5ml 
1-11 0,2 ml Pepstatin A (10-3 M) 1,3 ml 0,5ml 
Tab. 6.3.2.2-1 Pipettierschema zu Versuchsgruppe V1; HH=Herzmuskelhomogenat 
 
Als Kontrolle (Leerwert) für eine basale Spaltung des Substrates diente ein 
Testansatz ohne Herzmuskelhomogenat und ohne Inhibitor (V1-1) und als 
Kontrolle für 100% Spaltung des Substrates diente ein Testansatz mit 
Herzmuskelhomogenat und ohne Inhibitor (V1-2). 
V1-3 bis V1-7 dienten der Findung des potenteren Calpain-Inhibitors, sowie der 
optimalen Konzentration des jeweiligen Inhibitors, in bezug auf die Durch-
führung späterer in vivo Versuche. V1-8 bis V1-11 dienten der Untersuchung 
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des Einflusses anderer Proteasen, wie Serin, Cystein-, Metallo- oder Aspartat-
proteasen unter Verwendung spezifischer Proteinaseninhibitoren bzw. 
Proteinaseninhibitorcocktails. 
 
6.3.2.3 Wirkung verschiedener Proteaseninhibitoren auf die Spaltung von 
SLY-AMC durch Herzmuskelhomogenat 
In dieser Versuchsgruppe (V2) werden Ansätze mit SLY-AMC als Substrat nach 
Zugabe von Herzmuskelhomogenat und verschiedener Proteaseninhibitoren 
fluoreszenzspektrometrisch untersucht. Die Pipettierung der Ansätze erfolgte in 
folgender Reihenfolge: 
1. Inhibitor  
2. Herzmuskelhomogenat (HH) 
3. SLY-AMC (5x10-6 M) in DMSO und KH-Puffer 
Die Ansätze wurden nach dem Pipettierschema in Tabelle 6.3.2.3-1 pipettiert 
und anschliessend eine Stunde bei 25°C inkubiert. Danach erfolgte die 
fluoreszenzspektrometrische Untersuchung. 
Diese Versuchsgruppe diente zum Nachweis der Spaltung von SLY-AMC durch 
Herzmuskelhomogenat im Vergleich zur Spaltung von SLY-AMC mit SLLVY-
AMC in V1.  
Als Kontrolle (Leerwert) für eine basale Spaltung des Substrates diente ein 
Testansatz ohne Herzmuskelhomogenat und ohne Inhibitor (V2-1) und als 
Kontrolle für 100% Spaltung des Substrates diente ein Testansatz mit 
Herzmuskelhomogenat und ohne Inhibitor (V2-2). 
V2-3 bis V2-8 dienten der Findung des potenteren Calpain-Inhibitors, sowie der 
optimalen Konzentration des jeweiligen Inhibitors, in bezug auf die Durch-
führung späterer in vivo Versuche. V2-9 bis V2-12 dienten der Untersuchung 
des Einflusses anderer Proteasen, wie Serin, Cystein-, Metallo- oder Aspartat-




V Inhibitor SLY-AMC 
 
HH 
2-1 0,5 ml NaCl 1,5 ml  
2-2 0,2 ml NaCl 1,5 ml 0,3 ml 
2-3 0,2 ml Roche (10-3 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-4 0,2 ml Roche (10-5 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-5 0,2 ml Roche (10-7 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-6 0,2 ml CAL425 (10-3 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-7 0,2 ml CAL425 (10-5 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-8 0,2 ml CAL425 (10-7 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-9 0,2 ml Complete 1,5 ml 0,3 ml 
2-10 0,2 ml PMSF 1,5 ml 0,3 ml 
2-11 0,2 ml Pepstatin A (10-3 M) 1,5 ml 0,3 ml 
2-12 0,2 ml P2714 1,5 ml 0,3 ml 
Tab. 6.3.2.3-1 Pipettierschema zu Versuchsgruppe V2; HH=Herzmuskelhomogenat 
 
6.3.2.4 Wirkung des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b -Lactone  auf 
die Spaltung von SLLVY-AMC durch Herzmuskel- und Lungenhomogenat  
In dieser Versuchsgruppe (V3) werden Ansätze mit SLLVY-AMC als Substrat 
nach Zugabe von Herzmuskel- bzw. Lungenhomogenat, sowie des Proteasom-
inhibitors clasto-Lactacystin b-Lactone, fluoreszenzspektrometrisch untersucht. 
Die Pipettierung erfolgt in folgender Reihenfolge: 
1. Proteasominhibitor  
2. NaCl 
3. Herzmuskelhomogenat (HH) oder Lungenhomogenat (LH) 
4. SLLVY-AMC (4x10-6 M) in DMSO und KH-Puffer 
Die Ansätze wurden nach dem Pipettierschema in Tabelle 6.3.2.4-1 pipettiert 
und anschliessend eine Stunde bei 25°C inkubiert. Danach folgt die 
fluoreszenzspektrometrische Untersuchung. 
Diese Versuchsgruppe sollte den Einfluss des Proteasominhibitors clasto-
Lactacystin b-Lactone auf die Spaltung von SLLVY-AMC durch Herzmuskel- 
bzw. Lungenhomogenat untersuchen.  
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Ausserdem sollte die Substratspaltung durch Herzhomogenat mit der Spaltung 
durch Gewebehomogenat der Lunge verglichen werden. 
Als Kontrolle (Leerwert) für eine basale Spaltung des Substrates diente ein 
Testansatz ohne Herzmuskelhomogenat bzw. Lungenhomogenat und ohne 
Inhibitor (V3-1 bzw. V3-6) und als Kontrolle für 100% Spaltung des Substrates 
diente ein Testansatz mit Herzmuskelhomogenat bzw. Lungenhomogenat und 
ohne Inhibitor (V3-2 bzw. V3-7). 
 
V NaCl Proteasominhibitor SLLVY-AMC HH/LH 
3-1 1,1 ml  0,9 ml  
3-2 0,7 ml  0,9 ml 0,4 ml HH 
3-3 0,3 ml 0,4 ml (2,5x10-5 M) 0,9 ml 0,4 ml HH 
3-4 0,5 ml 0,2 ml (2,5x10-5 M) 0,9 ml 0,4 ml HH 
3-5 0,6 ml 0,1 ml (2,5x10-5 M) 0,9 ml 0,4 ml HH 
3-6 1,1 ml  0,9 ml  
3-7 0,7 ml  0,9 ml 0,4 ml LH 
3-8 0,3 ml 0,4 ml (2,5x10-5 M) 0,9 ml 0,4 ml LH 
3-9 0,5 ml 0,2 ml (2,5x10-5 M) 0,9 ml 0,4 ml LH 
3-10 0,6 ml 0,1 ml (2,5x10-5 M) 0,9 ml 0,4 ml LH 
Tab. 6.3.2.4-1 Pipettierschema zu Versuchsgruppe V3; HH = Herzmuskelhomogenat; 
LH=Lungenhomogenat; Proteasominhibitor= clasto-Lactacystin b-Lactone 
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6.3.2.5 Wirkung des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b -Lactone mit 
verschiedenen Calpaininhibitoren auf die Spaltung von SLLVY-AMC durch 
Herzmuskelhomogenat  
In dieser Versuchsgruppe (V4) wurden Ansätze mit SLLVY-AMC als Substrat 
nach Zugabe von Herzmuskelhomogenat in Kombination verschiedener 
Proteaseninhibitoren mit dem Proteasominhibitor clasto-Lactacystin b-Lactone 
fluoreszenzspektrometrisch untersucht. Die Pipettierung der Ansätze erfolgte in 
folgender Reihenfolge: 
1. Herzmuskelhomogenat (HH) 
2. Proteasominhibitor (10-4 M) 
3. Calpain-Inhibitor 
4. CaCl2*H2O (8x10-3 M) 
5. NaCl 
6. SLLVY-AMC (16x10-6 M) in DMSO und KH-Puffer 
Die Ansätze wurden nach dem Pipettierschema in Tabelle 6.3.2.5-1 pipettiert 
und anschliessend eine Stunde bei 25°C inkubiert. Danach erfolgte die 
fluoreszenzspektrometrische Untersuchung. 
Diese Versuchsgruppe sollte den Einfluss des Proteasominhibitors clasto-
Lactacystin b-Lactone in Kombination mit drei Calpain-Inhibitoren in jeweils 
unterschiedlichen Konzentrationen auf die Spaltung von SLLVY-AMC durch 
Herzmuskelhomogenat untersuchen. 
Als Kontrolle (Leerwert) für eine basale Spaltung des Substrates diente ein 
Testansatz ohne Herzmuskelhomogenat und ohne Inhibitor (V4-1) und als 
Kontrolle für 100% Spaltung des Substrates diente ein Testansatz mit 
Herzmuskelhomogenat und ohne Inhibitor (V4-2). 
V4-3 ist ebenfalls ein Kontrollansatz mit Herzmuskelhomogenat und ohne 
Inhibitior, jedoch mit einer 2-fach höheren Endkonzentration an Substrat 
(SLLVY-AMC). Dieser Ansatz sollte zeigen, ob eine erhöhte Substrat-
konzentration eine wesentlich verstärkte Substratspaltung bewirkt. 












4-1 1,5 ml    0,5 ml  
4-2 0,9 ml 0,2 ml   0,5 ml 0,4 ml 
4-3 0,4 ml 0,2 ml   1,0 ml 0,4 ml 
4-4 0,4 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M)  0,5 ml 0,4 ml 
4-5 0,7 ml 0,2 ml 0,2 ml (10-4 M)  0,5 ml 0,4 ml 
4-6 0,8 ml 0,2 ml 0,1 ml (10-4 M)  0,5 ml 0,4 ml 
4-7 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml Roche 
(10-3 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-8 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml Roche 
(10-5 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-9 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml Roche 
(10-7 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-10 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml CAL425 
(10-3 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-11 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml CAL425 
(10-5 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-12 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml CAL425 
(10-7 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-13 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml CAL961 
(10-3 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-14 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml CAL961 
(10-5 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
4-15 0,2 ml 0,2 ml 0,5 ml (10-4 M) 0,2 ml CAL961 
(10-7 M) 
0,5 ml 0,4 ml 
Tab. 6.3.2.5-1 Pipettierschema zu Versuchsgruppe V4; HH=Herzmuskelhomogenat 
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6.3.2.6 Wirkung des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b -Lactone mit 
verschiedenen Calpaininhibitoren auf die Spaltung von SLLVY-AMC durch 
Calpain I 
In  dieser  Versuchsgruppe  (V5)   wurden  Ansätze   mit  Calpain I (s. 6.2.6) 
nach Zugabe des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b-Lactone, 
verschiedener Calpain-Inhibitoren und CaCl2 zur Aktivierung des Calpains 60 
Minuten bei 12°C inkubiert. Danach wurde das Substrat SLLVY-AMC zu den 
Ansätzen hinzupipettiert und die Ansätze wieder 60 Minuten bei bei 12°C 
inkubiert. Anschliessend erfolgte das Beenden der Reaktion mit EDTA, was zur 
Komplexierung des zur Calpainaktivierung benötigten Calciums führt. Die 
Ansätze wurden nach Beenden der Reaktion fluoreszenzspektrometrisch 
untersucht. Die Pipettierung der Ansätze erfolgte in folgender Reihenfolge: 
1. 100 ml Messpuffer II  
2. 100 ml CaCl2*H2O (1,5x10-3 M) 
3. Messpuffer I 
4. Proteasom-Inhibitor bzw. Calpain-Inhibitor 
5. 4,68 ml Calpain I (=6 mg Calpain) 
60 Minuten Inkubation bei 12°C 
6. 100 ml SLLVY-AMC (40x10-5 M) in DMSO und KH-Puffer 
60 Minuten Inkubation bei 12°C 
7. 10 ml EDTA (2x10-1 M) 
 




















5-1 700 ml    
5-2 695 ml   4,68 ml 
5-3 685 ml  10 ml Roche (10-2 M) 
(EK 10-4 M) 
4,68 ml 
5-4 685 ml  10 ml Roche (10-4 M) 
(EK 10-6 M) 
4,68 ml 
5-5 595 ml  100 ml Roche (10-6 M) 
(EK 10-7 M) 
4,68 ml 
5-6 685 ml  10 ml Roche (10-6 M) 
(EK 10-8 M) 
4,68 ml 
5-7 685 ml  10 ml CAL425 (10-2 M) 
(EK 10-4 M) 
4,68 ml 
5-8 685 ml  10 ml CAL425 (10-4 M) 
(EK 10-6 M) 
4,68 ml 
5-9 595 ml  100 ml CAL425(10-6 M) 
(EK 10-7 M) 
4,68 ml 
5-10 685 ml  10 ml CAL425 (10-6 M) 
(EK 10-8 M) 
4,68 ml 
5-11 685 ml  10 ml CAL961 (10-2 M) 
(EK 10-4 M) 
4,68 ml 
5-12 685 ml  10 ml CAL961 (10-4 M) 
(EK 10-6 M) 
4,68 ml 
5-13 595 ml  100 ml CAL961(10-6 M) 
(EK 10-7 M) 
4,68 ml 
5-14 685 ml  10 ml CAL961 (10-6 M) 
(EK 10-8 M) 
4,68 ml 
5-15 595 ml 100 ml (10-3 M) 
(EK 10-4 M) 
 4,68 ml 
5-16 685 ml 10 ml (10-4 M) 
(EK 10-6 M) 
 4,68 ml 
5-17 595 ml 100 ml (10-6 M) 
(EK 10-7 M) 
 4,68 ml 
5-18 685 ml 10 ml (10-6 M) 
(EK 10-8 M) 
 4,68 ml 
Tab. 6.3.2.6-1 Pipettierschema zu Versuchsgruppe V5; EK=Endkonzentration; Gesamtvolumen 
eines jeden Ansatzes einschliesslich aller Komponenten des Pipettierschemas ergibt 1000ml 
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Diese Versuchsgruppe diente dem Nachweis der Spaltung von SLLVY-AMC 
durch Calpain I. Ausserdem sollte durch Testung unterschiedlicher Proteasom-
Inhibitorkonzentrationen der Einfluss auf die SLLVY-Spaltung durch Calpain 
untersucht werden. Desweiteren sollte durch Testung verschiedener Calpain-
Inhibitorkonzentrationen die optimale Hemmkonzentration der jeweiligen 
Calpain-Inhibitoren gefunden werden. 
Als Kontrolle (Leerwert) für eine basale Spaltung des Substrates diente ein 
Testansatz ohne Calpain I und ohne Inhibitor (V5-1) und als Kontrolle für 100% 
Spaltung des Substrates diente ein Testansatz mit Calpain I und ohne Inhibitor 
(V5-2). 
 
6.3.3 In vivo Versuche 
Die in vivo Versuche wurden am Modell des isoliert perfundierten Kaninchen-
herzen nach Langendorff durchgeführt. Die Herkunft der Kaninchen und deren 
Präparation, die isolierte Perfusion, sowie das Monitoring am Langendorff-
Modell erfolgten gemäss Kapitel 3.1 bis 3.4. 
Zur Calpain-Inhibition wurde in den in vivo Versuchen der Calpain-Inhibitor-I der 
Fa. Roche (s. 6.3.2.) verwendet. Der Calpain-Inhibitor CAL425 der Fa. BASF (s. 
6.3.2) kam aufgrund unzureichend nachweisbarer Wirkung in den in vitro 
Versuchen unter Verwendung von Herzmuskelhomogenat nicht zur Anwen-
dung.  Auf   die  Verwendung  des   Proteasom-Inhibitors    clasto-Lactacystin  
b-Lactone musste aufgrund der sehr hohen Beschaffungskosten verzichtet 
werden. 
Als Calpainsubstrat wurde SLLVY-AMC verwendet. Das Substrat wurde 
während der in vivo Versuche kontinuierlich und flowabhängig in einer 
Konzentration von 4x10-6 M mittels einer Rollenquetschpumpe BP742 (Fa. 
Fresenius Apparatebau, Bad Homburg) dem Perfusat beigemischt (s. 3.3). Die 
Substratzufuhr wurde dem koronaren Flow während der Versuche angepasst, 
so dass eine konstante Substratkonzentration im Perfusat sichergestellt werden 
konnte. 
Die verwendeten Konzentrationen in den in vivo Versuchen sowohl von 
Substrat, als auch von Calpain-Inhibitor-I wurden nach den Ergebnissen der in 
vitro Versuchen festgelegt. 
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Zum Nachweis einer Calpainaktivierung und deren Quantifizierung in isoliert 
perfundierten Kaninchenherzen zu testen, wurden 6 Kaninchenherzen nach 
folgendem Schema untersucht: 
G1 n=2 Keine   Ischämie  
G2 n=2 30 min. Ischämie  
G3 n=2 30 min. Ischämie Calpain-Inhibitor I Applikation 
 
Als Kontrollexperimente (G1) dienten 2 Kaninchenherzen, die konstant und 
ohne Inhibitor perfundiert wurden sowie 2 Kaninchenherzen (G2) mit Ischämie 
und ohne Inhibitor. 
 
Der Versuchsablauf der Versuche G1-3 stellt sich wie folgt dar:  
 
Abb. 6.3.3-1 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von G1 
 
Abb. 6.3.3-2 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von G2 
 
Abb. 6.3.3-3 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes von G3 
 
Bei den Versuchen der Gruppen G2 und G3 erfolgte die Ischämiephase mit 
einer vollständigen Unterbrechung der Perfusatzufuhr im Sinne einer Global-
ischämie zur Minute 0 nach einer Vorlaufzeit von 20 Minuten. Diese Vorlaufzeit, 
auch „steady-state-period“ genannt, bezeichnet eine Phase, in der sich die 
Messparameter innerhalb vordefinierter Grenzen befinden. Dies setzte einen 
physiologischen pH-Wert von 7,4-7,45, sowie einen Sauerstoffpartialdruck von 
500-600 mmHg und einen Kohlendioxidpartialdruck von 12-16 mmHg voraus.  
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Mit Beginn der Ischämie wurde das Substrat und der Calpain-Inibitor-I (gelöst in 
Krebs-Henseleit-HAES) als Bolus von 10 ml über den aortokoronaren Katheter 
injiziert. Die Boluslösung verblieb während der Ischämiezeit aufgrund der 
unterbrochenen Perfusion in den Koronargefässen. 
Zusammensetzung der 10 ml Boluslösung: 
· 7,75 ml Krebs-Henseleit-HAES-Pufferlösung 
· 0,25 ml SLLVY-AMC (0,16x10-3M, Endkonzentration 4x10-6M) 
· 2 ml Capain-Inhibitor I (0,25x10-2M, Endkonzentration 5x10-4M) 
Während der Versuche wurden bei allen 3 Versuchsgruppen Proben aus dem 
postkardialen (venösen) System zur Bestimmung des Substratspaltproduktes 
AMC (s. 6.2.2.) gesammelt. Die Sammelperioden dauerten  jeweils 5 Minuten 
und wurden in Abständen von jeweils 15 Minuten wiederholt. Die erhaltene, 
flowabhängige Menge der Sammelprobe wurde für die anschliessende 
Berechnung der absolut ausgeschiedenen Spaltproduktmenge gemessen. Aus 
den Perfusatsammelproben wurden jeweils 1ml entnommen, in Eppendorf-
Hütchen abpipettiert und direkt nach dem Versuch im Institut  für  Organische 
Chemie fluoreszenzspektrometrisch  untersucht. Die gemessene Fluoreszenz in 
RFI eines Eppendorf-Hütchens wurde mit Hilfe der Eichkurve in absolute 
Menge AMC in pMol umgewandelt. Diese Konzentration von AMC wurde 
anschliessend proportional zur jeweilig gesammelten Perfusatmenge einer 
Sammelprobe umgewandelt in pMol AMC/min. 
6.4 Statistische Methoden 
Eine statistische Auswertung der Versuchsreihen ist aufgrund der zu kleinen 
Versuchsgruppen nicht möglich. Es erfolgte daher eine deskriptive Auswertung 
der Ergebnisse. Die Ergebnisse von Versuchen mit mehreren Versuchs-
ansätzen wurden als Mittelwerte angegeben. Die graphische Aufarbeitung der 
Ergebnisse erfolgte mit dem PC-Programm Stanford Graphics Version 3.0. 
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7 Zwischenergebnis 
7.1 Auswertung der Ergebnisse der in vitro Versuche 
In den in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass die verwendeten 
Substrate SLLVY-AMC und SLY-AMC durch die in der Herzmuskulatur 
vorkommenden Enzyme, sowie durch Calpain I aus isolierten Schweine-
erythrocyten, gespalten werden. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass eine 
Inhibition dieser Spaltung durch verschiedene Enzyminhibitoren möglich ist. 
7.1.1 Wirkung verschiedener Proteaseninhibitoren auf die Spaltung von 
SLLVY-AMC durch Herzmuskelhomogenat 
In dieser Versuchsgruppe (V1) konnte eine Hemmung der Substratspaltung 
durch den Calpain-Inhibitor-I nachgewiesen werden. Bei einer Endkonzentration 
des Inhibitors von 10-4 M konnte eine Hemmung von 88%, bei einer End-
konzentration von 10-5 M konnte eine Hemmung von 66% erzielt werden. 
Der Calpain-Inhibitor CAL425 konnte in den drei verwendeten Konzentrationen 
(V1-5 bis V1-7) die Substratspaltung durch Herzmuskelhomogenat nicht 
hemmen. Daraus lässt sich der Schluss ziehen, dass im Versuch mit 
Herzmuskelhomogenat noch andere Enzyme an der Substratspaltung beteiligt 
sein müssen. 
Die anderen getesteten Proteaseninhibitoren bzw. Proteinaseninhibitorcocktails 





Abb. 7.1.1-1 Spaltung von SLLVY-AMC durch Herzmuskelhomogenat und deren Inhibition 
durch Proteaseninhibitoren, Darstellung als Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchsansätzen, 
Kontrolle 1 = ohne Substrat, Kontrolle 2 = mit Substrat. 
7.1.2 Wirkung verschiedener Proteaseninhibitoren auf die Spaltung von 
SLY-AMC durch Herzmuskelhomogenat 
Diese Versuchsgruppe (V2) zeigte eine geringere Spaltung des Substrates 
SLY-AMC im Vergleich zur Spaltung von SLLVY-AMC in Versuchsgruppe V1. 
Jedoch zeigte sich auch hier eine 100%-ige Inhibiton der Spaltung von SLY-
AMC durch den Calpain-Inhibitor-I, insbesondere in den Endkonzentrationen 
10-4 M und 10-6 M (V2-3 und V2-4). In dem Ansatz V2-5 mit einer Calpain-
Inhibitor-I  Endkonzentration von 10-8  M konnte keine Inhibition mehr erzielt 
werden.  
Der Calpain-Inhibitor CAL425 konnte in den drei verwendeten Konzentrationen 
(V2-6 bis V2-8), wie auch in V1, die Substratspaltung durch Herzmuskel-
homogenat nicht hemmen. Im Vergleich zu V1 kann man auch hier annehmen, 
dass im Versuch mit Herzhomogenat andere Enzyme an der Substratspaltung 
beteiligt sein müssen. 
Analog zu V1 konnten die verschiedenen Proteaseninhibitoren (V2-9 bis V2-12) 
keine ausreichende Inhibition erreichen. 
Die überschiessende Substratspaltung in V2-12 konnte nicht geklärt werden. 
 58 
 
Abb. 7.1.2-1 Spaltung von SLY-AMC durch Herzmuskelhomogenat und deren Inhibition durch 
Proteaseninhibitoren, Darstellung als Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchsansätzen, Kontrolle 1 = 
ohne Substrat, Kontrolle 2 = mit Substrat. 
7.1.3 Wirkung des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b -Lactone  auf 
die Spaltung von SLLVY-AMC durch Herzmuskel- und Lungenhomogenat 
In der Annahme, dass noch weitere Proteasen im Herzhomogenat an der 
Substratspaltung beteiligt sein müssen, wurde in dieser Versuchsgruppe (V3) 
ein Proteasominhibitor verwendet. 
Desweiteren sollte getestet werden, ob die Quantifizierung der Spaltung des 
calpainspezifischen Substrates SLLVY-AMC auch auf eine Testung mit 
Lungenhomogenat (V3-7 bis V3-10) zu übertragen ist. 
Als Ergebnis konnte eine gute Spaltung sowohl durch Herzmuskelhomogenat 
ohne Inhibition (V3-2), als auch durch Lungenhomogenat ohne Inhibition (V3-7) 
erzielt werden. 
Ausserdem zeigen die Versuchsänsatze mit Proteasominhibitor, sowohl in den 
Ansätzen mit Herzhomogenat, als auch in den Ansätzen mit Lungenhomogenat, 
eine konzentrationsabhängige Inhibition der Substratspaltung. Die halb-
maximale Inhibition der Substratspaltung durch den Proteasominhibitor unter 
Verwendung von Herzmuskelhomogenat konnte in einer Konzentration von 
1,25-6 M erreicht werden. 
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Abb. 7.1.3-1 Spaltung von SLLVY-AMC durch Herzmuskel- und Lungenhomogenat und 
Anwendung eines Proteasominhibitors, Darstellung als Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchs-
ansätzen, Kontrolle 1a = ohne Substrat, Kontrolle 1b = mit Substrat, Lactacystin = clasto-
Lactacystin b-Lactone. 
7.1.4 Wirkung des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b -Lactone mit 
verschiedenen Calpaininhibitoren auf die Spaltung von SLLVY-AMC durch 
Herzmuskelhomogenat 
In dieser Versuchsgruppe (V4) konnte im Kontrollansatz ohne Inhibition (V4-2) 
eine gute Spaltung des Substrates erzielt werden. Eine Verdoppelung des 
Substratangebotes in V4-3 von 4x10-6 M (Endkonzentration) auf 8x10-6 M 
(Endkonzentration) erbrachte keine wesentliche Steigerung der Spaltprodukt-
konzentration, so dass man von einem ausreichenden Angebot von Substrat in  
der Konzentration 4x10-6 M ausgehen kann. 
Die Verwendung des Proteasominhibitors (V4-3 bis V4-6) zeigte eine 95%-ige 
Hemmung der Substratspaltung bei einer Proteasominhibitorendkonzentration 
von 2,5x10-5 M und eine halbmaximale Inhibition bei   Proteasominhibitor-
endkonzentration  von  1x10-5 M   und  0,5x10-5 M. 
Die restlichen Versuche (V4-7 bis V4-15), die in Kombination des Proteasom-
inhibitors mit jeweils anderen Calpaininhibioren in verschiedenen 
Konzentrationen durchgeführt wurden, zeigten alle eine starke Hemmung der 
Substratspaltung. Der Grund liegt dabei in der  zu   hoch   gewählten   
Proteasominihibitorkonzentration  von  2,5x10-5 M, da   der   Ansatz    mit 
2,5x10-5 M  Proteasominhibitor  und ohne Calpaininhibitor (V4-4) eine ebenfalls 
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sehr starke Substratspaltungsinhibition ergibt. Eine kombinierte Inhibition 
konnte daher nicht nachgewiesen werden. Eine Wiederholung dieser 
Versuchsreihe mit einer angepassten Proteasominhibitorkonzentration konnte   
aufgrund   der   zu  hohen Beschaffungskosten des  Proteasominhibitors nicht 
durchgeführt werden. 
 
Abb. 7.1.4-1 Spaltung von SLLVY-AMC durch Herzmuskelhomogenat und Hemmung durch 
Calpain- und Proteasominhibitoren, Darstellung als Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchsansätzen, 
Kontrolle 1 = ohne Substrat, Kontrolle 2 = mit Substrat, Kontrolle 3 = mit Substrat, Lactacystin = 
clasto-Lactacystin b-Lactone. 
 
7.1.5 Wirkung des Proteasominhibitors clasto-Lactacystin b -Lactone mit 
verschiedenen Calpaininhibitoren auf die Spaltung von SLLVY-AMC durch 
Calpain I 
In  dieser  Versuchsgruppe  (V5) konnte gezeigt werden, dass das calpain-
spezifische Substrat SLLVY-AMC durch Calpain I aus isolierten Schweine-
erythrocyten gespalten wird. 
Diese Spaltung konnte durch die drei verschiedenen Calpaininhibitoren sehr gut 
inhibiert werden. In den Endkonzentrationen 10-4 M und 10-6 M konnte jeweils 
durch den Calpain-Inhibitor-I (V5-3 und V5-4), CAL425 (V5-7 und V5-8) und 
durch CAL961 (V5-11 und V5-12) eine vollständige Inhibition der Substrat-
spaltung durch Calpain I erreicht werden. In  den  Endkonzentrationen 10-7 M 
und 10-8 M wurde die Substratspaltung durch den Calpain-Inhibitor-I (V5-5 und 
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V5-6) zu 65% bzw. zu 48%, durch CAL425 (V5-9 und V5-10) zu 26% bzw. zu 
11% und durch CAL961 (V5-13 und V5-14) zu 44% bzw. 9% gehemmt. 
Der Proteasominhibitor Clasto-Lactacystin b-Lactone (V5-15 bis V5-18) hatte in 
den verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Substratspaltung von 
SLLVY-AMC durch Calpain I. 
 
Abb. 7.1.5-1 Spaltung von SLLVY-AMC durch Calpain und Hemmung durch Calpain- und 
Proteasominhibitoren, Darstellung als Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchsansätzen,  
CAI-I = Calpain-Inhibitor I, Kontrolle 1 = ohne Substrat, Kontrolle 2 = mit Substrat, Lactacystin = 
clasto-Lactacystin b-Lactone. 
7.2 Auswertung der Ergebnisse der in vivo Versuchsreihe 
In der in vivo Versuchsreihe konnte eine kontinuierliche Spaltung des 
Substrates SLLVY-AMC nachgewiesen werden. Dies zeigte sich besonders in 
der Gruppe G1. In dieser nicht durch Ischämie manipulierten  Versuchsgruppe  
konnte  eine  Basisspaltung von   Substrat beobachtet werden. 
 
In Versuchsgruppe G2 konnte nach der 30 minütigen Ischämiephase ein 
deutlicher Anstieg des Spaltproduktes AMC beobachtet werden. Die 
Spaltproduktkonzentration fiel in den folgenden Messungen in der kompletten 
Reperfusionsphase auf das Niveau der Basisspaltung zurück. 
Die Applikation von Calpain-Inhibitor-I als Bolus zeigte in G3 zu Beginn der 
Reperfusion eine nur gering gesteigerte Spaltproduktkonzentration im Vergleich 
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mit G1 und G2. In der Folge der Reperfusionsphase konnte ein leichter Anstieg 
der Spaltproduktkonzentration beobachtet werden. 
 
 
Abb. 7.2-1 Darstellung der Ergebnisse der in vivo Versuchsreihe, Darstellung als Mittelwerte 




In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Calpain auf die Reper-
fusionsphase nach koronarer Ischämie am Modell des isoliert perfundierten 
Kaninchenherzens untersucht. Ausserdem wurde eine Methode zur 
Quantifizierung der Calpainaktivität am Modell des isoliert perfundierten 
Kaninchenherzen mittels eines zellgängigen, calpainspezifischen Substrates 
entwickelt. 
Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Applikation von LPS 
eine signifikante Besserung der untersuchten funktionellen Leistungsparameter 
durch Verwendung des Calpain-Inhibitors CAL425 erreicht werden konnte (s. 
4.1). Es wurde in der mit CAL425 behandelten Gruppe ein signifikant 
niedrigerer koronarer Gesamtwiderstand (5,24 ± 0,77 mmHg*min*g*ml-1) im 
Vergleich zur unbehandelten Gruppe (7,36 ± 0,79 mmHg*min*g*ml-1) gegen 
Ende der Reperfusionsphase beobachtet. Ausserdem zeigte sich ebenfalls am 
Ende der Reperfusionsphase in der Inhibitorgruppe eine signifikant bessere 
linksventrikuläre Kontraktionsamplitude (19 ± 5,9 mmHg) im Gegensatz zur 
unbehandelten Gruppe (9,7 ± 2,2 mmHg). 
Daher kann geschlussfolgert werden, dass der hochspezifische und hoch-
potente Calpain-Inhibitor CAL425 einen protektiven Effekt auf das Myokard im 
Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzens nach Gabe von LPS im 
Rahmen eines septischen Schocks hat. Zu diesem  Ergebnis  kommen  auch 
Ruetten et al.,  die  eine  Ver- besserung der Herz-Kreislauf-Funktion sowie der 
Organfunktion bei multiorganischer Schädigung am Ganztiermodell der Ratte 
mit Endotoxinschock durch Verwendung des Calpain-Inhibitor I beobachteten60. 
In der Studie von Iwamoto et al. wurde ebenfalls durch Verwendung des 
Calpain-Inhibitor I ein um 50% vermindertes Infarktareal am Rattenherzen in 
einem Ganztiermodell nachgewiesen53. Auch Saito et al. zeigten kardio-
protektive Effekte des Calpain-Inhibitor I am Modell des isoliert perfundierten 
Rattenherzens nach 12 stündiger hypothermischer Konservierung. Es wurde im 
Vergleich zu den unbehandelten Herzen eine bessere Herzfunktion sowie eine 
geringere Freisetzung der herzspezifischen Metabolite Kreatinphosphokinase, 
Lactat-Dehydrogenase und GOT nachgewiesen54. Dieser Einfluss auf die 
Freisetzung der herzspezifischen Metabolite CK und LDH konnte in den in der 
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vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuchen statistisch nicht verifiziert 
werden.  
 
Desweiteren konnte im zweiten Teil dieser Arbeit die inhibitorische Potenz von 
CAL425 für Calpain I ermittelt werden (s. 7.1.5). Die Spaltung des „calpain-
spezifischen“ Substrates SLLVY-AMC durch aktiviertes Calpain I in vitro konnte 
durch CAL425 in einer Endkonzentration von 10-6 M vollständig inhibiert 
werden, während dieser Effekt im in vitro Versuch mit Herzmuskelhomogenat 
unter CAL425 Gabe in einer Endkonzentration von 5x10-5 M und durch Zugabe 
von SLLVY-AMC nicht beobachtet werden konnte. Dies führt zu dem Schluss, 
dass weitere Enzymsysteme an der Spaltung von SLLVY-AMC im Herzmuskel-
homogenat beteiligt sein müssen, da die inhibitorische Potenz von CAL425 in 
unseren Versuchsansätzen mit Calpain I als alleinigen Enzym zweifelsfrei 
belegt wurde. 
Der ebenfalls im zweiten Teil der Arbeit untersuchte  Calpain-Inhibitor-I (N-
Acetyl-Leu-Leu-norleucinal) zeigt jedoch sowohl im in vitro Versuch mit Calpain 
I (s. 7.1.5), als auch im in vitro Versuch mit Herzmuskelhomogenat (s. 7.1.1) 
eine gute Inhibition der Substratspaltung von SLLVY-AMC. Dies führt zu der 
Annahme, dass der Calpain-Inhibitor-I sowohl Calpain I als auch andere an der 
Spaltung des Substrates SLLVY-AMC beteiligte Enzymsysteme hemmt. Durch 
Verwendung verschiedener Proteaseninhibitoren und Proteaseninhibitor-
cocktails zur Inhibierung der klassischen Cystein-, Serin, Metallo- oder 
Aspartatproteasen konnte gezeigt werden, dass diese Enzymsysteme nicht an 
der Substratspaltung beteiligt sind. Weitere Untersuchungen lassen jedoch 
vermuten, dass das in zahlreichen in vitro und in vivo Studien zum Nachweis 
und Quantifizierung von Calpainaktivität verwendete als calpainspezifisch 
geltende Substrat SLLVY-AMC durch ein ubiquitäres, intrazelluläres, nicht 
lysosomales Multikomplexenzym, das Proteasom, gespalten wird. So konnte 
durch  Verwendung  des   hochspezifischen   Proteasominhibitors  Clasto-
Lactacystin b-Lactone die nahezu vollständige Inhibierung der Spaltung des 
Substrates SLLVY-AMC in einer in vitro Versuchsreihe mit Herzmuskel-
homogenat (s. 7.1.3 und 7.1.4) nachgewiesen werden. Desweiteren konnte 
gezeigt  werden,  dass der verwendete Proteasominhibitor Clasto-Lactacystin  
b-Lactone keinen inhibitorischen Einfluss auf aktiviertes Calpain I hat (s. 7.1.5). 
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Dadurch konnte belegt werden, dass Clasto-Lactacystin b-Lactone die 
Substratspaltung des „calpainspezifischen“ Substrates SLLVY-AMC nicht durch 
Inhibierung  von  Calpain I, sondern durch die Inhibierung des Proteasoms 
hemmt, das somit wesentlich an der Spaltung von SLLVY-AMC beteiligt ist. 
Diese Beobachtung wird in der Veröffentlichung neuester Studienergebnisse 
von Karlsson et al. bestätigt61. An isolierten Schweinethyreozyten konnte 
Karlsson die Spaltung von SLLVY-AMC durch das Proteasom und dessen 
Inhibierung durch Lactacytin, nachweisen. Auch  Chiba   et   al.   konnten  1997   
die Spaltung eines fluorogenen Substrates (Succinyl-Phe-Leu-Arg-
Coumarylamido-4-Methanschwefelsäure) durch das Proteasom und dessen 
Inhibition durch    einen  Proteasominhibitor    im Cytosol von isolierten  
Seesternoozyten zeigen62. Auch der von Chiba et al.  verwendete Cal-
paininhibitor E64 konnte, ähnlich wie der in unseren Versuchen verwendete 
Calpaininhibitor CAL425, die intrazelluläre Spaltung des fluorogenen Substrates 
nicht inhibieren. Dies führt zu der Annahme, dass das häufig in in vivo 
Versuchen verwendete fluorogene Substrat SLLVY-AMC aufgrund der 
ausgeprägten Spaltung durch das Proteasom schlecht geeignet ist für den 
Nachweis einer Calpainaktivität in vivo. Somit bleibt die Verwendung weiterer 
fluorogener Substrate, wie zum Beispiel das von Chiba et al. verwendete 
Succinyl-Phe-Leu-Arg-Coumarylamido-4-Methanschwefelsäure, in in vivo 
Versuchen zur Aktivitätsmessung von Calpain fragwürdig, da auch hier mit der 
gleichzeitigen Spaltung durch die cytosolischen Proteasensysteme Calpain und 
Proteasom zu rechnen ist.   
Basierend auf diesen Ergebnissen, stellt sich ausserdem die Frage nach der 
inhibitorischen Spezifität des in zahlreichen in vitro und in vivo Studien 
verwendeten Calpain-Inhibitors-I (N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal). In unseren 
Untersuchungen konnte die inhibitorische Potenz des Calpain-Inhibitors-I 
bezüglich der Spaltung von SLLVY-AMC in vitro durch Calpain I bestätigt 
werden (s. 7.1.5). Im in vitro Versuch mit Herzmuskelhomogenat zeigte der 
Calpain-Inhibitor-I, anders als der ebenfalls sehr potente Calpain-Inhibitor 
CAL425, ebenfalls eine gute Hemmung der Substratspaltung (s. 7.1.1 und 
7.1.2). Bezugnehmend auf das bisher erhaltene Ergebnis der Spaltung von 
SLLVY-AMC durch das Proteasom muss angenommen werden, dass der 
Calpain-Inhibitor-I nicht nur an der Hemmung der Substratspaltung durch 
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Calpain I, sondern auch an der Inhibition der Substratspaltung durch das 
Proteasom beteiligt sein muss. Diese Interaktion des Calpain-Inhibitor-I und 
dem Multikomplexenzym Proteasom, die bei dem von uns verwendeten 
Calpaininhibitor CAL425 nicht beobachtet werden konnte, zeigt, dass der 
Calpain-Inhibitor-I in hohem Masse auch an der Inhibition anderer intrazellulärer 
Enzymsysteme beteiligt ist und daher kein selektiver Calpaininhibitor ist. Daher 
ist seine Verwendung bei in vivo Studien zur selektiven Calpaininhibition 
fragwürdig.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beobachteten protektiven 
Effekte bei Ischämie und inflammatorischen Reaktionen durch Calpaininhibition 
von grosser klinischer Relevanz sein könnten. Daher erscheint eine weitere 
Erforschung mit geeigneteren pharmakologischen  Substanzen,  wie  etwa  
eines  fluorogenen  Designersubstrates für Calpain sinnvoll. Ausserdem 
erscheint eine genauere Differenzierung des Einflusses des Calpain-Inhibitor-I 
auf den Proteasommetabolismus wichtig. Besonders relevant erscheint die 
weitere Testung des Calpaininhibitors CAL425 zur Reduktion des 
Ischämie/Reperfusionsschadens sowohl am Herzen, als auch an anderen 
Organsystemen aufgrund seiner hohen Spezifität und Potenz für Calpain. 
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9 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Studie wurde am Modell des isoliert perfundierten 
Kaninchenherzens nach Langendorff der Einfluss einer Calpainaktivierung auf 
die Reperfusionsphase nach koronarer Ischämie untersucht. 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden mit dem Capaininhibitor CAL425 behandelte 
Kaninchenherzen mit unbehandelten Herzen unter normothermer Global-
ischämie und Zugabe von Lipopolysacchariden  zum Perfusat mit dem Ziel 
einer zusätzlich verstärkten Calpainaktivierung etwa im Rahmen einer Sepsis 
untersucht. Als Messparameter  dienten   hierbei  die  linksventrikuläre   
auxotonische  Kontrak-   tionsamplitude, der koronare Gefäßwiderstand und die 
Koronarperfusion, sowie die Freisetzung der Metaboliten Kreatinphosphokinase 
und Lactat-Dehydrogenase. 
Es wurde nachgewiesen, dass nach Applikation von LPS durch Verwendung 
des Calpaininhibitors CAL425 eine signifikante Besserung der untersuchten 
funktionellen Leistungsparameter erreicht werden konnte (s. 4.1). Es wurde in 
der mit CAL425 behandelten Gruppe ein signifikant niedrigerer koronarer 
Gesamtwiderstand (5,24 ± 0,77 mmHg*min*g*ml-1) im Vergleich zur unbehan-
delten Gruppe (7,36 ± 0,79 mmHg*min*g*ml-1) gegen Ende der Reperfusions-
phase beobachtet.  Ausserdem  zeigte  sich  ebenfalls  am  Ende  der 
Reperfusionsphase in der Inhibitorgruppe eine signifikant bessere links-
ventrikuläre Kontraktionsamplitude (19 ± 5,9 mmHg) im Gegensatz zur 
unbehandelten Gruppe (9,7 ± 2,2 mmHg). 
Daher kann geschlussfolgert werden, dass der hochspezifische und hoch-
potente Calpain-Inhibitor CAL425 einen protektiven Effekt auf das Myokard im 
Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzens bei Endotoxämie im 
Rahmen eines septischen Schocks hat. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine Methode zur Quantifizierung der 
Calpainaktivität am Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzen mittels 
des zellgängigen, calpainspezifischen Substrates SLLVY-AMC (Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-7-Amino-4-Methylcoumarin) entwickelt. Bei den mit dem Calpain-
Inhibitor-I (N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal, Fa. Roche) behandelten Kaninchen-
herzen konnte direkt nach Durchführung einer normothermen Globalischämie 
eine verringerte Calpainaktivität, gemessen an der Ausscheidung des 
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Spaltproduktes AMC (Amino-4-Methylcoumarin), im Vergleich zur unbe-
handelten Gruppe beobachtet werden. Desweiteren konnte in in vitro 
Versuchen durch Differenzierung anderer, an der Spaltung des calpain-
spezifischen Substrates beteiligter Proteasen der Einfluß des Multikomplex-
enzyms Proteasom näher untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
Proteasom an der Spaltung von SLLVY-AMC massgeblich beteiligt ist. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass der Calpain-Inhibitor-I nicht nur an der 
Hemmung der Substratspaltung durch Calpain, sondern auch an der Inhibition 
der Substratspaltung durch das Proteasom beteiligt sein muss. Diese 
Interaktion des Calpain-Inhibitor-I und dem ubiquitären, intrazellulären, nicht 
lysosomalen Multikomplexenzym Proteasom zeigt, dass der Calpain-Inhibitor-I 
in hohem Masse auch an der Inhibition anderer intrazellulärer Enzymsysteme 
beteiligt ist und daher kein selektiver Calpaininhibitor ist. Daher ist seine 
Verwendung bei in vivo Studien zur selektiven Calpaininhibition fragwürdig. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beobachteten protektiven 
Effekte bei Ischämie und inflammatorischen Reaktionen durch Calpaininhibition 
von grosser klinischer Relevanz sein könnten. Daher erscheint eine weitere 
Erforschung mit geeigneteren pharmakologischen Substanzen, wie  etwa  eines  
fluorogenen Designersubstrates für Calpain sinnvoll. Ausserdem erscheint eine 
genauere Differenzierung des Einflusses des Calpain-Inhibitor-I auf den 
Proteasommetabolismus wichtig. Besonders relevant für die Klinik erscheint die 
weitere Testung des Calpaininhibitors CAL425 zur Reduktion des 
Ischämie/Reperfusionsschadens sowohl am Herzen, als auch an anderen 
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11.1 Abkürzungs- und Symbolverzeichnis 
  
Abb. Abbildung 
AMC 7-Amino 4-Methyl Coumarin 
ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse) 




Em Emissionswellenlänge [nm] 




KH-Puffer Krebs-Henseleit Puffer 
min  Minuten 
Mw Molecular Weight (Molekulargewicht) 
NO Stickstoffmonoxid 
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